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RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Isabela Ferreira Soares 

 
As infecções causadas por Plasmodium vivax representam um grave problema de 
saúde pública, sendo esta espécie plasmodial considerada uma das mais difíceis de 
se eliminar. Por esta razão a pesquisa de antígenos candidatos vacinais específicos 
para P. vivax necessita de impulso, uma vez que atualmente existe uma única 
candidata vacinal em ensaios clínicos na iniciativa global de desenvolvimento de 
vacinas anti-maláricas. Neste cenário, a proteína PvCyRPA, presente em merozoítas 
de P. vivax surgiu como uma promissora candidata vacinal. Ensaios em P. 
falciparum demonstraram que anticorpos contra esta proteína são capazes de 
impedir a invasão de eritrócitos tanto in vitro como in vivo, além disso, essa proteína 
foi indicada em uma ampla biblioteca de antígenos de P. vivax como uma das 
proteínas com maior potencial protetor, mesmo com baixos níveis de anticorpos. 
Nesse aspecto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as respostas imune humoral 
e celular frente à proteína PvCyRPA em uma população da Amazônia brasileira 
naturalmente exposta à malária e correlacionar as respostas encontradas com 
parâmetros de exposição/proteção. Nos resultados obtidos verificou-se que a 
PvCyRPA é naturalmente imunogênica na população de estudo, e que a presença 
de anticorpos IgM contra esta proteína parece ser um indicativo de infecções 
recentes. Os anticorpos citofílicos IgG3 produzidos nessa população estão 
correlacionados com o número de infecções anteriores. A proteína apresenta uma 
sobreposição importante de epítopos de células B e T e as sequências 
correspondentes aos epítopos de células T foram capazes de induzir a produção de 
INF-γ em ensaios de ELISPOT. Estes dados representam a primeira caracterização 
da resposta imune frente à PvCyRPA em populações brasileiras e reforçam o 
potencial deste antígeno como um candidato vacinal para P. vivax. 
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AMAZON 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 

Isabela Ferreira Soares 

 

Infections caused by Plasmodium vivax represent a serious public health problem, 
and this plasmodial species is considered one of the most difficult to eliminate. For 
this reason, the search for specific vaccine candidate antigens for P. vivax needs to 
be boosted, since there is currently a single vaccine candidate in clinical trials in the 
global anti-malarial vaccine development initiative. In this scenario, the protein 
PvCyRPA, present in P. vivax merozoites has emerged as a promising vaccine 
candidate. Tests on P. falciparum have shown that antibodies against this protein are 
able to prevent erythrocyte invasion both in vitro and in vivo. In addition, this protein 
has been indicated in a wide library of P. vivax antigens as one of the proteins with 
the greatest protective potential, even with low levels of antibodies. In this regard, the 
objective of this work was to characterize the humoral and cellular immune 
responses against PvCyRPA protein in a population of Brazilian Amazon naturally 
exposed to malaria and to correlate the responses found with exposure / protection 
parameters. The results obtained showed that PvCyRPA is naturally immunogenic in 
the study population, and that the presence of IgM antibodies against this protein 
seems to be an indicative of recent infections. The cytophilic IgG3 antibodies 
produced in this population seems to be correlated with the number of previous 
infections. The protein has an important overlap of B and T cell epitopes and the 
sequences corresponding to the T cell epitopes were able to induce the production of 
INF-γ in ELISPOT assays. These data represent the first characterization of the 
immune response to PvCyRPA in Brazilian populations and reinforce the potential of 
this antigen as a vaccine candidate for P. vivax. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Contexto histórico da malária 

A malária é uma doença infecciosa de extrema importância no aspecto de 

saúde pública mundial uma vez que afeta milhares de indivíduos que habitam em 

diferentes regiões tropicais e subtropicais presentes em todo globo terrestre (1). A 

infecção é causada por protozoários do gênero Plasmodium que são transmitidos 

aos hospedeiros humanos durante o repasto sanguíneo de fêmeas de mosquitos do 

gênero Anopheles infectadas (2). A Malária não complicada é caracterizada por 

sintomas que envolvem acessos febris, que variam de acordo com a espécie 

plasmodial responsável pela infecção, além de tremores, dor de cabeça, náusea e 

vômitos. No caso da malária grave pode ocorrer o desenvolvimento de quadros 

severos como anemia, síndrome do desconforto respiratório e malária cerebral. A 

malária acompanha a história da humanidade desde a antiguidade, avanços em 

paleoparasitologia permitiram que cientistas conduzissem estudos moleculares e 

identificassem DNA de Plasmodium em múmias, confirmando assim o caráter 

ancestral desta doença (3). Dentre estes, foram identificadas a presença de DNA de 

Plasmodium falciparum (P. falciparum) em 2 múmias na tumba dos nobres na 

grande necrópole de Tebas no Alto Egito datadas aproximadamente de 1000 até 

1550 A.C. (4). Estudos moleculares desenvolvidos por Hawass e colaboradores 

utilizando as múmias do faraó Tutancâmon e de outros membros da realeza egípcia, 

foram capazes de identificar sequências específicas do gene da proteína AMA-1 de 

P. falciparum em 5 múmias datadas entre 1550 e 1324 A.C, confirmando assim as 

infecções causadas por este parasito em 2 laboratórios independentes (5) Além 

disso, existem indicativos em achados literários de civilizações, como em escrituras 

do período védico (1500 – 800 A.C) na Índia antiga onde foi descrita a ocorrência de 

“febres outonais” com observação do aumento do baço dos indivíduos acometidos 

(6). Na literatura grega antiga, o médico Hipócrates observou e descreveu casos de 

febre recorrentes, característica marcante da malária sugerindo a presença dessa 

doença neste período histórico (7). 

 Dentre as principais teorias descritas da origem da malária (causada por P. 

falciparum) destaca-se a de que a doença foi originada em nossos antecessores 

primatas no continente africano, mais precisamente na região da Etiópia, a partir de 



20 

onde a doença se disseminou junto com a humanidade e seus intensos movimentos 

migratórios se adaptando a diferentes regiões geográficas. Acredita-se que a partir 

do vale do Nilo, a malária se espalhou por todo o continente africano e pelo 

mediterrâneo, posteriormente alcançando a Ásia e o Norte do globo a partir da 

Europa. No início de 1800 a doença já estava amplamente distribuída ao longo de 

todo o planeta (8).  

Devido ao impacto da malária na saúde humana, inúmeros esforços de 

caráter científico voltados para o melhor entendimento da doença foram realizados a 

fim de contribuir para o seu controle. Dentre alguns dos achados mais relevantes na 

malariologia destacam-se as descobertas do pesquisador francês Charles Louis 

Alphonse Laveran em 1880, no início da era da microscopia (9). A partir de suas 

observações e anotações foi capaz de descrever os protozoários como os agentes 

responsáveis por causar a malária, a partir da observação de organismos móveis 

flagelados no sangue de seus pacientes infectados na cidade de Constantina, na 

Argélia. A partir de suas descrições e desenhos hoje se sabe que ele já observava 

naquela época microgametas de Plasmodium falciparum (10). Outro grande marco 

foi a descoberta de que mosquitos eram capazes de transmitir a malária, obtida em 

1897 pelo médico britânico Ronald Ross (11). Anos de estudos observacionais e 

ensaios de alimentação de mosquitos com sangue infectado, culminaram na 

identificação de corpos pigmentados na parede do estômago de mosquitos que hoje 

são conhecidos como Anofelinos (12). Juntos, tais achados conseguiram dar um fim 

definitivo a antiga crença miasmática, onde os indivíduos acreditavam que esta e 

outras doenças infecciosas seriam contraídas pela emanação de um ar ruim que ao 

ser inalado era capaz de se propagar. Tendo a palavra malária inclusive sendo 

derivada desta crença, com origem nas palavras italianas “mal’aria” que podem ser 

traduzidas como “mau ar” (8). Esses acontecimentos estão representados de 

maneira resumida na figura 1. 

A partir destes e de inúmeros outros avanços de séculos de pesquisa, hoje se 

sabe que a malária é causada por protozoários do gênero Plasmodium, família 

Plasmodiidae, subordem Haemosporidiidea, ordem Coccidiida e que existem 

aproximadamente 250 espécies descritas como capazes de parasitar aves, 

mamíferos e répteis (13, 14). Dentre estas, as espécies P. falciparum, P. vivax, P. 

ovale (curtisi e wallikeri) e P. malariae se destacam como os principais responsáveis 

pela malária humana (15, 16). Além destas, espécies de Plasmodium simianas como 

P. knowlesi, P. cynomolgi e P. simium também são capazes de infectar seres 
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humanos por meio de transmissão zoonótica. Os mosquitos vetores pertencem ao 

gênero Anopheles em que pelo menos 465 espécies já foram reconhecidas, dentre 

as quais aproximadamente 70 espécies já foram documentadas como transmissoras 

da malária humana com diferentes capacidades vetoriais. Dentre as espécies com 

maior competência de transmitir o Plasmodium destacam-se: An. darlingi na 

Amazônia, espécies do complexo An. gambiae na África, An. dirus e An. minimus no 

sudeste asiático (13, 17). 

 

 

 

Figura 1: Linha do tempo resumida com alguns dos principais acontecimentos 

relatados no contexto histórico da malária.  

1.2 A malária no mundo 

No início dos anos 2000 a Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou 

que 3.2 bilhões de pessoas encontravam-se sob o risco de contrair malária e que no 

ano anterior haviam ocorrido 350 milhões de casos com 839 mil mortes, a maioria 

em crianças de até 5 anos de idade na África Subsaariana (18). Dos anos 2000 até 

2015, houve uma redução significativa de 75% dos casos em pelo menos 57 países, 

e uma redução global de 41% dos casos e 61% das mortes por malária. Tais 

avanços foram consequência de estratégias de vigilância que envolveram o aumento 

da distribuição de mosquiteiros tratados com inseticidas, a ampliação da realização 

de diagnósticos, assim como da distribuição de tratamento adequado para as 

populações residentes das áreas endêmicas envolvidas. No entanto, apesar 

destesos resultados significativos, em 2015 a doença ainda permanecia endêmica 

em 91 países (19). Segundo dados do último reporte global de malária, em 2019 

estimaram-se um total de 229 milhões de casos e 409 mil mortes nos 87 países que 

permanecem endêmicos para a doença (Figura 2). Analisando a taxa de incidência 
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de casos de malária (casos a cada 1000 indivíduos expostos sob o risco de se 

infectar) desde 2000 a 2015 observou-se um declínio de 27% nesta taxa, enquanto 

de 2015 a 2019 o declínio foi inferior a 2% (20).  

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

malária, podem-se citar como exemplos desafios operacionais como: 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 (LLIN), 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 de áreas endêmicas, entre 

outros (21). Além disso, existem desafios biológicos que envolvem tanto o parasito 

como o vetor, dentre eles os relatos crescentes de resistência aos antimaláricos e 

aos inseticidas (22). A resistência em potenciais vetores da malária já foi 

amplamente relatada frente aos principais piretróides utilizados como inseticidas em 

quase toda a África e sudeste asiático e está gradualmente alcançando as Américas. 

Na região Delta do rio Mekong, na Ásia, houve relatos de resistência de diferentes 

países não endêmicos, trazendo à tona a preocupação destes vetores migrarem 

para regiões endêmicas vizinhas (22).  No caso dos anti-maláricos, já foi 

demonstrada a emergência de resistência em P. falciparum em regiões de baixa 

transmissão, como no Sudeste Asiático e na América do Sul antecedendo a 

expansão desta característica para regiões de elevada transmissão como no caso 

da África Subsaariana. A resistência à cloroquina e posteriormente à Pirimetamina + 

Sulfadoxina (PS) (utilizada como alternativa em regiões com ampla distribuição de 

resistência à cloroquina) são alguns exemplos que seguiram este perfil e 

contribuíram amplamente para o aumento significativo da morbidade e mortalidade 

da malária em crianças africanas (23-25). Desde 2001 com a introdução da terapia 

combinada com derivados de artemisinina, princípio ativo extraído da tradicional 

erva chinesa Artemisia annua (26), a OMS passou a recomendar o uso desta terapia 

como primeira linha de combate da malária no tratamento de P. falciparum 

resistentes à cloroquina e a PS (27). Mesmo diante do recente estabelecimento 

desta medicação nova e eficaz, anos após, entre 2008 e 2009 já se identificavam os 

primeiros relatos de resistência à artemisinina, caracterizada pelo atraso do 

clearance parasitário após o tratamento monoterápico ou com sua terapia 



23 

combinada, no oeste do Camboja e posteriormente sua distribuição por toda a sub-

região do grande Mekong, no Sudeste Asiático (25, 28-31). Com a urgência de se 

desenvolverem novas ferramentas como importantes aliadas, somada a todos estes 

desafios previamente citados, o ano de 2020 trouxe consigo o que a OMS 

determinou como a maior ameaça enfrentada até o momento para avançar na 

eliminação da malária, a pandemia do covid-19, oficialmente declarada em Janeiro 

de 2020 como uma emergência mundial de saúde pública. A organização 

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 de covid-19, como resultado de uma redução de 75% de 

medidas rotineiras de controle (redução da distribuição LLIN e escassez de 

medicamentos) (20, 32, 33). 

Além de todas estas questões visualizadas em um contexto geral global, 

ainda é necessário levar em conta as particularidades da malária em cada localidade 

para garantir assim a eficácia das diferentes medidas aplicadas. Juntos P. 

falciparum e P. vivax correspondem às espécies responsáveis pela maioria dos 

casos de malária no mundo, no entanto, a sua distribuição pelo globo terrestre é 

bem diferenciada (34). A distribuição de P. falciparum, corresponde a 

aproximadamente 99,7% dos casos no continente Africano, enquanto P. vivax, 

considerada a espécie plasmodial mais dispersa no mundo, é responsável por 76% 

dos casos nas Américas e também a espécie predominante em regiões temperadas 

(20). Esse perfil se explica por características como a capacidade de P. vivax de 

sobreviver em regiões climaticamente desfavoráveis e da sua capacidade de 

permanecer sob uma forma dormente no fígado do hospedeiro denominada 

hipnozoíta (35). Além disso, P. vivax é capaz de desenvolver gametócitos maduros 

antecipadamente durante o seu ciclo em comparação ao ciclo de P. falciparum o que 

permite a aceleração da transmissão da malária vivax.  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  (36, 37). Além destas espécies, P. malariae é amplamente 

distribuído no globo terrestre, enquanto P. ovale é encontrado na África e na Ásia, 

porém ambas as espécies apresentam prevalência no Oeste Africano (36).  
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Figura 2: Distribuição da malária em 2000 e seu status até 2019. Adaptado e traduzido 

de OMS, 2020 (20). 

1.3 A malária no Brasil 

Em 2019 foram notificados 157.454 casos de malária no Brasil, dentre os 

quais 89,3% dos casos autóctones foram causados pela espécie P. vivax. Tais 

números representam uma redução de 19,1% em relação ao ano anterior onde 

194.572 casos da doença foram registrados (Figura 3). A região amazônica 

concentra 99,9% dos casos relatados no país, destes, a maioria se encontra 

distribuída por 41 municípios presentes nos estados do Amazonas, Pará, Roraima, 

Amapá, Acre, Rondônia e Mato Grosso. 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 (Figura 4) (38). Basicamente são 

descritos 3 sistemas de transmissão no país, presentes nas regiões da floresta 

amazônica, mata atlântica e na costa brasileira. Na região amazônica onde ocorrem 

mais de 99% dos casos, P. vivax e P. falciparum são os principais responsáveis por 

casos autóctones, sendo P. vivax amplamente distribuído nesta região enquanto P. 

falciparum é restrito a determinados pontos, principalmente nos estados do 

Amazonas e Acre. Na região amazônica estas espécies são transmitidas por 
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mosquitos do subgênero Nyssorhynchus, especialmente por fêmeas de Anopheles 

darlingi. Nestes sistemas, na transmissão encontrada na mata atlântica, ocorrem 

casos autóctones causados por P. vivax e P. malariae, além de casos de malária 

simiana com transmissões pontuais zoonóticas causadas por P. brasilianum e P. 

simium. Na mata atlântica a transmissão é causada tipicamente por mosquitos 

habitantes naturais de bromélias como An. cruzii, An. bellator e An. homunculus 

pertencentes ao subgênero Kerteszia. No terceiro sistema, a distribuição é 

geograficamente dispersa e fragmentada ao longo da costa brasileira, o que se dá 

principalmente por surtos que derivam de casos importados da Amazônia brasileira, 

consistindo basicamente em transmissão de P. vivax por fêmeas de An. aquasalis 

(39, 40).  

Apesar dos avanços significativos que sucederam a introdução do programa 

nacional de prevenção e controle da malária ainda existem inúmeros desafios que 

tem impacto direto na eliminação da malária no Brasil (41, 42). 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 o 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 (43, 44). Além destes, outros desafios são as 

infecções assintomáticas, onde a cerca de 50 anos atrás já se descrevia que 

indivíduos assintomáticos poderiam agir 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, adjacentes ao Brasil (45-48). Outro obstáculo é a presença frequente de 

infecções sub-microscópicas causadas por P. vivax, que em áreas próximas de 

alcançar a eliminação ainda dificultam o diagnóstico apropriado, tornando necessário 

o uso de técnicas de diagnóstico de custo elevado, ainda inviáveis e indisponíveis 

como substitutas para a convencional microscopia amplamente empregada no país, 

especialmente em áreas de difícil acesso e com reduzida infraestrutura, impactando 

diretamente no controle da malária (49). Outro desafio é a capacidade que a espécie 

predominante P. vivax apresenta de se manter sob a forma de hipnozoítas, 

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 (50, 51). Relatos de 
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emergência de P. vivax resistentes à cloroquina (CQ) são uma realidade no país, 

com episódios de recrudescência descritos tanto em pacientes tratados com 

monoterapia de CQ ou em terapia combinada com primaquina (PQ) (52-54). 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 não complicada 

causada por P. vivax (55). 

 

 

 

Figura 3: Série histórica de casos de malária notificados no Brasil de 1959 a 2019. 

Secretaria de Vigilância em Saúde, 2020 (38). 
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Figura 4: Mapa de municípios prioritários para malária no Brasil em 2019 e Janeiro a 

Junho de 2020. Secretaria de Vigilância em Saúde, 2020 (38). 

1.4 Biologia do parasito 

1.4.1 O ciclo biológico do Plasmodium spp. no hospedeiro humano 

Os parasitos do gênero Plasmodium consistem em patógenos eucarióticos 

capazes de utilizar uma ampla gama de proteínas que garantem a sua sobrevivência 

durante seu ciclo biológico, envolvendo 2 estágios assexuais no interior do 

hospedeiro humano (ciclo exo-eritrocítico e eritrocítico) e 1 estágio sexual no 

mosquito vetor (56) (Figura 5). O ciclo biológico de Plasmodium spp. tem ínicio 

durante o repasto sanguíneo de uma fêmea de mosquito Anopheles infectada, capaz 

de inocular de 10 a 100 esporozoítas por refeição. Após a inoculação, os parasitos 

permanecem na pele humana por cerca de 30 minutos a partir de onde migram para 

pequenos vasos sanguíneos ou para o sistema linfático. Aproximadamente 2 horas 

depois, os esporozoítas alcançam o fígado onde migram por artérias e arteríolas 

hepáticas até a cavidade sinusoidal onde passam por meio das células endoteliais 
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ou células de Kupffer, os macrófagos residentes do fígado, de onde prosseguem 

para obter acesso a hepatócitos subjacentes. Uma vez nos hepatócitos, os 

esporozoítas ainda migram entre algumas destas células até que se estabeleçam e 

se diferenciem em milhares de parasitos capazes de invadir as células sanguíneas, 

denominados merozoítas, encerrando assim o ciclo exo-eritrocítico (57, 58).  

Na sua região apical os merozoítas apresentam estruturas como os 

micronemas e as roptrias que participam da invasão mediante o contato com os 

eritrócitos. Os micronemas contem 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 

merozoítas se replicarão em células-filhas (59). O processo de invasão que inicia o 

ciclo eritrocítico pode então ser dividido em 3 fases: uma interação inicial que ocorre 

com proteínas presentes na superfície do merozoíta, auxiliando na sua reorientação 

e levando à deformação da membrana do eritrócito. Seguida da interação entre a 

região apical do parasito onde roptrias e micronemas vão atuar sobre as células 

sanguíneas promovendo a invasão e por fim a fase final que corresponde ao 

processo de equinocitose, caracterizado pelo encolhimento do eritrócito logo após a 

internalização completa do merozoíta e da formação do vacúolo parasitóforo (60). 

Este vacúolo funcionará como um abrigo para o parasito, permitindo a aquisição de 

nutrientes, a subcompartimentalização e a exportação de fatores de virulência (61). 

Após a invasão dos eritrócitos os merozoítas se diferenciam em trofozoítos jovens 

caracterizados por sua forma de disco bicôncavo, que no interior do vacúolo 

parasitóforo, começam a se alimentar de pequenas porções de hemoglobina a partir 

do citóstomo e de outros nutrientes interiorizados que foram transportados pelo 

plasma. Junto com o crescimento do parasito, moléculas específicas são 

sintetizadas e exportadas para a superfície das células sanguíneas. Posteriormente 

os trofozoítos jovens se tornarão trofozoítos maduros, com forma arredondada e 

metabolicamente mais ativos que os trofozoítos jovens, sendo capazes de expressar 

diversos antígenos de superfície com propriedade citoaderente. Esta etapa é 

marcada como a de maior atividade do parasito, com crescimento e nutrição ativos e 

modificação intensa dos eritrócitos. As moléculas exportadas pelo trofozoíto maduro 

aumentam consideravelmente a permeabilidade da membrana do eritrócito a 

nutrientes, permitindo sua nutrição contínua a partir da hemoglobina, eliminada após 

a digestão como os subprodutos tóxicos da hemoglobina (ferriprotoporfirina-IX, ou 

grupo heme da hemoglobina) sob a forma de cristais de hemozoína. Posteriormente, 
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o trofozoíto maduro aumenta de tamanho e dá origem ao esquizonte, caracterizado 

pelo processo de esquizogonia, com replicação e divisão celular intensas dando 

origem a novos merozoítas (62-64). Com a ruptura das células sanguíneas, os 

merozoítas são liberados na circulação e iniciarão novos ciclos de desenvolvimento 

nos eritrócitos, repetindo os processos de invasão, replicação, egresso e de nova 

invasão, resultando assim nas manifestações clínicas da doença, principalmente os 

acessos febris característicos da malária (62).  

O próximo estágio do ciclo envolve a transmissão do Plasmodium do 

hospedeiro humano para o mosquito vetor, a partir da diferenciação das formas 

assexuais provenientes do ciclo eritrocítico em gametócitos femininos e masculinos. 

Este processo conhecido como gametogênese ocorre apenas em uma pequena 

proporção de células, dando origem a gametócitos maduros que podem permanecer 

na circulação do hospedeiro por diversos dias, potencializando as chances de 

transmissão. Durante o repasto sanguíneo, a fêmea de mosquito Anopheles ingere 

as células sanguíneas contendo gametócitos, que uma vez no interior do mosquito 

vetor, experienciam queda de temperatura, modificações no pH e exposição ao 

ácido xanturênico iniciando o processo de maturação (62, 65). Alguns minutos após 

alcançar o estômago do vetor, os gametócitos feminino e masculino utilizam 

proteases para evadir dos eritrócitos e se diferenciam em 8 microgametas e 1 

macrogameta, respectivamente, que se fundem e dão origem ao zigoto. O zigoto se 

transforma em uma forma móvel denominada oocineto e passa por meio da 

membrana epitelial, formando o oocisto. No oocisto, o parasito inicia um novo ciclo 

de replicação assexual, dando origem a esporozoítas, que após o rompimento do 

oocisto são liberados na hemolinfa e posteriormente alcançam e invadem as 

glândulas salivares do mosquito vetor permitindo a sua transmissão para um novo 

hospedeiro humano, dando início a um novo ciclo biológico (62, 65-67). 
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Figura 5: Ciclo biológico do Plasmodium spp. O círculo tracejado indica a formação 

de hipnozoítas, formas latentes exclusivas dos ciclos de P. vivax e P. ovale. Adaptado 

e traduzido de Garcia-Basteiro et al, 2012 (68). 

 

1.4.2 Particularidades de Plasmodium vivax 

Enquanto P. falciparum invade eritrócitos maduros, P. vivax apresenta uma 

preferência por eritrócitos jovens, os reticulócitos, esse mecanismo ainda não é bem 

elucidado, uma vez que ainda não existe um sistema de cultivo in vitro estabelecido 

para esta espécie plasmodial. No entanto, o papel que a família das proteínas 

ligadoras de reticulócitos (RBP) apresentam durante o processo de invasão de 

reticulócitos já é bem descrito na literatura científica. Esta preferência de P. vivax 

tem impacto direto em fatores como a dinâmica da infecção, em potenciais 

reservatórios e em mecanismos de morte do parasito (69). Enquanto P. falciparum 

modifica intensamente a superfície dos eritrócitos infectados promovendo 

citoaderência ao endotélio por meio da ação de proteínas como a proteína 1 de 

membrana de eritrócitos (PfEMP1) e causa quadros de malária grave como a 

malária cerebral, P. vivax raramente está associado a quadros severos em 

comparação ao P. falciparum. No entanto, infecções causadas por P. vivax 

associadas à presença de fatores de risco como crianças com idade inferior a 5 
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anos, má nutrição e associação à outras doenças infecciosas podem levar a 

complicações e até mesmo ao óbito.  

Tanto P. vivax como P. ovale, são capazes de desenvolver formas latentes no 

fígado conhecidas como hipnozoítas, que podem permanecer dormentes por 

semanas ou meses e gerar recaídas. Esta forma do parasito permite que os 

pacientes que já eliminaram a infecção sanguínea apresentem uma posterior 

infecção subsequente mesmo sem reinfecção (70, 71). No caso da malária causada 

por P. vivax os hipnozoítas se comportam de 2 formas: apresentando latência curta 

em regiões tropicais, com recaídas geralmente obedecendo intervalos de 3 a 6 

semanas após a infecção e latência longa em regiões de clima temperado onde este 

intervalo ocorre entre 8 a 10 meses após a infecção inicial (51). Apesar do 

mecanismo de ativação dos hipnozoítas ainda não estar completamente elucidado, é 

essencial que a ativação ocorra em um momento oportuno, permitindo assim a 

transmissão ao mosquito vetor, a transmissão a um novo hospedeiro e garantindo a 

manutenção da espécie. Alguns indicativos apontam que episódios de recaídas de 

P. vivax ocorrem após o desenvolvimento de doenças febris como: a própria malária, 

em função de relatos de recaídas após infecções causadas por P. falciparum e de 

doenças bacterianas como a febre das trincheiras, o tifo endêmico e a febre de 

malta, levando a suposição de que componentes específicos inflamatórios de uma 

resposta febril aguda podem caracterizar fatores importantes para a ativação dos 

hipnozoítas de P. vivax (72).   

Os episódios de recaídas promovidos pelos hipnozoítas podem levar à 

malária crônica, com sintomas relevantes como anemia severa, desnutrição, 

predisposição à coinfecções e resposta imunológica debilitada (73-75). Estudos 

provenientes de diferentes países tropicais como Indonésia, Papua-Nova Guiné, 

Tailândia e Índia, apontam o desenvolvimento de malária grave em uma proporção 

significativa de pacientes acometidos com monoinfecção de P. vivax (variando de 

20% a 40% dos pacientes), com apresentação de quadros severos caracterizados 

por anemia, trombocitopenia, síndrome respiratória aguda, dano renal, entre outros 

(76). A capacidade de P. vivax de produzir hipnozoítas somada ao seu elevado 

potencial transmissor, garantido por características como a produção antecipada e 

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

com outras espécies como P. falciparum, caracteriza essa espécie plasmodial como 

uma das mais difíceis de eliminar (77, 78). 
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No tratamento das formas exo-eritrocíticas de P. vivax as 8-aminoquinolinas 

(8AQ) têm sido amplamente utilizadas por sua eficácia comprovada em associação 

com medicamentos capazes de eliminar as formas sanguíneas do parasito a fim de 

prevenir recaídas. A primaquina representa o principal medicamento desta classe e 

é tipicamente administrada em conjunto com a cloroquina, obedecendo à posologia 

de 1 comprimido de primaquina de 15 mg por 14 dias (uma dose total de 210 mg) 

(79). No Brasil, além deste esquema tradicional, é utilizado o esquema curto, com 

uso de 2 comprimidos de primaquina de 15 mg durante 7 dias, desenvolvido como 

uma alternativa para contornar à baixa adesão ao tratamento (55). Em Julho de 

2018, um novo medicamento foi aprovado pelo Food and Drug Administration nos 

Estados Unidos, a tafenoquina, uma 8-aminoquinolina de longa duração, utilizada 

em dose única e capaz de atuar por cerca de 20 dias no organismo do paciente, 

constituindo uma alternativa promissora capaz de aumentar a adesão ao tratamento 

da malária vivax (80, 81). No Brasil, o medicamento foi aprovado pela Anvisa em 

Outubro de 2019, tornando-se assim o primeiro país com malária endêmica no qual 

a tafenoquina será disponibilizada à população por meio do Sistema Único de Saúde 

(SUS) (82). Apesar deste avanço significativo, esta nova medicação assim como a 

primaquina, apresenta a desvantagem de causar hemólise grave em pacientes com 

deficiência na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), considerada a 

desordem genética humana mais comumente encontrada, tornando necessária a 

realização de testes capazes de identificar essa condição a fim de garantir um 

tratamento eficaz que não ofereça riscos à população (83, 84). Uma vez que a 

deficiência da G6PD é atrelada a mutações no cromossomo X, algumas das grandes 

preocupações são: a dificuldade de acesso da população aos testes, além da 

incapacidade destes testes disponibilizados em identificar a maioria dos casos em 

que a deficiência da G6PD não é severa e sim intermediária, o que ocorre em 

mulheres heterozigotas, reduzindo assim a segurança das prescrições e tornando 

essencial a revisão de políticas e regimes com uso de 8AQ (85).  

No caso da gametogênese, enquanto P. falciparum é capaz de se diferenciar 

relativamente tarde durante o estágio sanguíneo, P. vivax é capaz de produzir 

gametócitos maduros significativamente mais cedo, cerca de 8 dias após a 

inoculação de esporozoítas pelo mosquito vetor, favorecendo intensamente a sua 

transmissão (86, 87). As densidades dos gametócitos aumentam continuamente 

acompanhando a evolução da infecção sanguínea, em intervalos de 

aproximadamente 5 dias, enquanto a infecção evolui para a cronicidade se tornando 



33 

assintomática ou levemente sintomática, favorecendo sua transmissão ao mosquito 

vetor. Essa capacidade de gerar gametócitos antecipadamente e continuamente, 

somada as recaídas causadas por hipnozoítas 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 altamente flexíveis e capazes de circular 

livremente pela circulação sem citoaderência significativa, aumentando assim as 

suas chances de transmissão (87, 88). Outra vantagem intrínseca sugerida na 

literatura é a de que gametócitos de P. vivax conseguem promover a infecção no 

vetor com níveis reduzidos de gametócitos em comparação ao P. falciparum, que 

somada às características anteriores indicam uma transmissão muito mais eficiente 

(88, 89). Um estudo utilizando ferramentas computacionais aliadas a dados 

genômicos, recuperou e reconstruiu os transcriptomas de P. vivax e P. falciparum a 

partir do sangue de pacientes infectados, obtido durante os primeiros ciclos da 

infeção sanguínea, demonstrando que em P. vivax a expressão de genes 

específicos de gametócitos está diretamente correlacionada com a parasitemia e 

que os transcritos mais abundantes de P. vivax incluem genes específicos de 

gametócitos, demonstrando um comprometimento elevado desta espécie com a 

transmissão e a importância do desenvolvimento de políticas de controle específicas 

(90). 

1.5 A resposta Imune contra o Plasmodium vivax 

É evidente a escassez de trabalhos que investiguem a resposta imune contra 

o P. vivax quando comparada com a enorme quantidade de pesquisas direcionadas 

ao P. falciparum, sendo inclusive muitas vezes os estudos realizados nesta espécie 

plasmodial utilizados como base para inferir características da resposta imunológica 

desencadeada contra o P. vivax. No entanto, a resposta imune naturalmente 

adquirida (NAI) difere entre estas espécies. No caso de P. vivax esta resposta é 

obtida mais rapidamente e inclusive existem estudos que sugerem que indivíduos 

provenientes de áreas endêmicas possuem uma maior capacidade de gerar uma 

resposta imunológica de memória (91-93). 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 
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extraordinária complexidade biológica do Plasmodium (figura 6) (94). Esta resposta 

parece se direcionar primeiramente contra os estágios sanguíneos, conferindo 

redução da parasitemia e evitando o agravamento da malária clínica nas infecções 

causadas por P. vivax. A presença desta resposta é observada principalmente em 

indivíduos adultos residentes em áreas holoendêmicas, uma vez que depende de 

exposição cumulativa frente a múltiplas infecções e relapsos ao longo dos anos. 

Para a manutenção da NAI a exposição contínua e regular a antígenos é necessária, 

a fim de gerar a condição de premunição, conferindo um repertório diversificado e de 

magnitude significativa contra o parasito. Com a diminuição ou interrupção das 

infecções (em indivíduos que saem de áreas endêmicas e não estão mais expostos 

à transmissão da malária) a NAI é amplamente reduzida (95).  

Durante o desenvolvimento da resposta imune inata, uma das principais 

características é a intensa resposta pró-inflamatória observada durante a fase aguda 

da infecção por P. vivax, causada principalmente por padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), derivados do parasito, e padrões moleculares 

associados a danos (DAMPs), componentes endógenos liberados por células do 

hospedeiro mediante estresse, dano ou morte celular. Acredita-se que este 

mecanismo é primeiramente mediado por interferon (IFN γ), por ativação do fator 

nuclear kappa B (NFkB) e por citocinas pró-inflamatórias (96). Em pacientes com 

malária aguda, já foi demonstrada a presença de células mononucleares periféricas 

(PBMCs), de monócitos e de células polimorfonucleares (PMNs) contendo 

assinatura genética capaz de ser estimulada por IFN γ altamente responsivas aos 

PAMPs (97-99). O aumento de monócitos inflamatórios (CD14+CD16+) já foi 

demonstrado no sangue periférico de indivíduos infectados por P. vivax, com 

expressão de maiores níveis de marcadores de ativação quando comparados com 

os outros subtipos de monócitos circulantes. Além disso, estudos funcionais 

indicaram que os monócitos inflamatórios são os mais eficientes na fagocitose de 

reticulócitos infectados por P. vivax, a partir da produção de elevados níveis do fator 

de necrose tumoral (TNFα) assim como espécies reativas de oxigênio (ROS) (98, 

100). A estimulação dos monócitos ocorre por agonistas dos receptores Toll-like 

(TLR) e por imunocomplexos, capazes de induzir níveis elevados de citocinas pró-

inflamatórias, e níveis reduzidos de interleucina 10 (IL-10) em comparação aos 

monócitos de indivíduos não infectados (97, 99). Assim como os monócitos 

inflamatórios, os neutrófilos apresentam marcadores de ativação aumentados, com 

produção de ROS e de mieloperoxidase (MPO) na infecção por P. vivax. Embora os 
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neutrófilos não pareçam ter uma ação fundamental para o controle da parasitemia, já 

foi visto que os seus níveis, assim como seus marcadores de ativação e armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs) circulantes estão diretamente correlacionadas 

com a biomassa de parasitos em infecções não complicadas causadas por P. vivax 

(101, 102). Na infecção por P. falciparum as células natural killer (NK) têm papel 

essencial, e se encontram amplamente ativadas, mediando a produção de INFγ e o 

controle do crescimento parasitário levando as células infectadas à morte (103, 104). 

No caso de P. vivax pouco se sabe sobre a atuação das células NK durante a 

infecção, apesar disso, um estudo em particular demonstrou um perfil de 

citotoxicidade aumentada das células NK durante a malária vivax (105).  

A resposta pró-inflamatória e a ativação de células da resposta imune inata 

são essenciais para a promoção da resposta imune adaptativa. Nesta, a geração de 

anticorpos é indispensável para o controle da replicação do parasito, sendo 

considerado que em áreas endêmicas a NAI seja primariamente mediada pela 

resposta de anticorpos contra os estágios sanguíneos. Além da ativação de linfócitos 

B, durante os episódios agudos de malária causada por P. vivax também ocorre a 

ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+, além de mecanismos regulatórios ativados 

logo no início da infecção que parecem atuar com o intuito de conter a intensa 

resposta inflamatória, mas que acabam reduzindo a capacidade da resposta imune 

de controlar a carga parasitária. Portanto, a geração desta resposta na maioria das 

vezes é capaz de conter, mas não de esterilizar, o que explica a necessidade de 

exposição contínua aos antígenos do parasito para indução e manutenção de 

células de memória (96). A produção de imunoglobulinas anti-Plasmodium é um 

processo dependente da atuação de células T. As células T helper foliculares em 

particular contribuem com a geração de anticorpos de alta afinidade e se encontram 

aumentadas em indivíduos após infecções causadas por P. vivax, sendo os seus 

níveis no sangue periférico, proporcionais à quantidade de episódios anteriores de 

malária em pacientes observados. Além disso, estas células correspondem a 

principal fonte de IL-21, interleucina essencial para o crescimento, diferenciação e 

mudança de classe de células B (106). As células T citotóxicas CD8+ (CTLs) são 

amplamente conhecidas por atuar na resposta protetora contra parasitos 

intracelulares, por meio do reconhecimento de peptídeos apresentados pelo 

antígeno humano leucocitário de classe I (HLA-I) nas células do hospedeiro. No 

entanto, seu papel contra os estágios sanguíneos de Plasmodium spp. foi 

inicialmente desconsiderado uma vez que as células sanguíneas geralmente não 
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expressam HLA-I. Recentemente, um estudo demonstrou que as CTLs são capazes 

de reconhecer e eliminar reticulócitos infectados por P. vivax, uma vez que estas 

células são capazes de expressar HLA-I, em um mecanismo dependente do 

peptídeo antimicrobiano granulisina, mediando lise, morte de trofozoítas presentes 

no interior dos reticulócitos e impedindo novas invasões (107). Na literatura 

científica, são inúmeros os trabalhos que destacam a importância dos anticorpos na 

resposta imune contra a malária a partir da investigação de diferentes antígenos. Em 

populações da bacia amazônica anticorpos IgG contra as proteínas PvCSP, 

PvMSP119, PvMSP9 e AMA1 são marcadores de infecções recentes ou de 

exposição cumulativa à malária. No entanto, evidências de associação dos níveis de 

anticorpos com proteção são muito limitadas, uma vez que os ensaios sorológicos 

convencionais são incapazes de distinguir anticorpos protetores e não protetores 

(96, 108). Um dos importantes mecanismos envolvendo anticorpos, já bem descrito 

em P. falciparum e que até então se assume que também seja essencial na resposta 

contra o P. vivax é o mecanismo de inibição celular dependente de anticorpos 

(ADCI). Este mecanismo é importante para o controle da parasitemia e dos sintomas 

da doença e já foi correlacionado com risco reduzido de malária clínica em uma 

coorte de crianças ganenses (109). Neste processo, anticorpos citofílicos (IgG1 e 

IgG3, especialmente IgG3) ligados à antígenos do parasito interagem diretamente 

com os receptores FcγRIIA e FcγRIIIA presentes em monócitos, levando a liberação 

de uma série de fatores, como o TNFα, capazes de interromper o desenvolvimento 

dos parasitos presentes no interior das células sanguíneas (110, 111).   
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Figura 6: Resposta Imune contra o Plasmodium spp. Adaptado e traduzido de 

Douradinha e Doolan, 2011 (112). (a) Após o repasto sanguíneo da fêmea de 

Anopheles infectada os esporozoítas inoculados invadem pequenos vasos periféricos 

e migram para o fígado ou são drenados por vasos linfáticos (b) Anticorpos 

específicos contra os esporozoítas, gerados por exposição prévia ou imunização 

podem impedir a invasão dos hepatócitos (c) Alguns parasitos são degradados nos 

vasos linfáticos. Seus antígenos são apresentados por células apresentadoras de 

antígenos (como as células dendríticas) à células T jovens, induzindo ações efetoras 

de células T CD8+ no fígado (d) Epítopos de células T são apresentados na superfície 

dos hepatócitos em associação com MHC-I e MHC-II e reconhecidas por células T 

CD8+ e CD4+, que ao longo do tempo se diferenciam em células de memória efetora e 

central (e) A apoptose de hepatócitos infectados é uma possível fonte de antígenos 

para uma resposta imune subsequente (f) Durante o estágio sanguíneo diferentes 

células apresentadoras de antígeno podem apresentar antígenos do parasito para 

células T CD4+ a fim de auxiliar nos mecanismos de resposta de anticorpos 

dependentes de células T (g) Algumas das ações de anticorpos são independentes de 
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células T e eventualmente as células B se diferenciam em uma população de memória 

(h) Anticorpos reconhecem antígenos na superfície dos merozoítas, de organelas 

apicais liberadas no momento da invasão ou nos próprios eritrócitos infectados e 

promovem opsonização ou ADCI, onde os monócitos impedem o desenvolvimento do 

parasito nas células sanguíneas infectadas. 

1.6 Vacinas anti-maláricas 

As pesquisas iniciais em vacinas contra a malária começaram por volta de 

1930 e falharam em gerar uma resposta imune protetora a partir da utilização de 

parasitos mortos ou inativados. Posteriormente com a adição de adjuvantes, 

modelos de vacinas foram capazes de demonstrar imunogenicidade, como nos 

trabalhos de Freund e seus colaboradores que demonstraram proteção parcial em 

patos (113). Ensaios subsequentes foram realizados utilizando roedores como 

modelo animal e após anos de intensa pesquisa, resultaram no primeiro ensaio em 

humanos com eficácia comprovada, baseado na inoculação de esporozoítas 

irradiados em indivíduos participantes do estudo a partir de picadas de Anofelinos 

infectados (114). Apesar destes avanços, esta estratégia foi considerada 

impraticável para atender campanhas de vacinação em massa, devido à dificuldade 

de se cultivar o Plasmodium em larga escala para produção de vacinas em números 

suficientes. A partir disso, com os avanços da biologia molecular, novas portas foram 

abertas para pesquisas baseadas em regiões específicas presentes em proteínas 

imunogênicas de Plasmodium a partir dos anos 1980 (115). Atualmente, diversas 

proteínas são amplamente investigadas e os estudos mais avançados identificam o 

seu potencial vacinal ou de suas subunidades por meio de infecções controladas em 

humanos (CHMI), uma poderosa ferramenta para o estudo tanto de vacinas como de 

medicamentos. Esta estratégia se baseia na infecção intencional de indivíduos com 

Plasmodium por meio de mosquitos Anopheles infectados, ou por meio de injeções 

com número pré-definido de parasitos, o que permite simular o curso natural da 

infecção. Este tipo de ensaio permite a verificação dos níveis de proteção induzidos 

em ensaios realizados com diferentes candidatos vacinais, além de auxiliar na 

investigação da eficácia quimioprofilática de novas drogas. No entanto, é importante 

ressaltar que a sua realização depende de um planejamento adequado e de 

constante revisão de comitês de ética e de agências regulatórias, além disso, é 

imprescindível o monitoramento diário dos indivíduos participantes do estudo a fim 
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de identificar o aparecimento de qualquer sintoma típico da malária ou proliferação 

exponencial dos estágios assexuais do parasito, prosseguindo imediatamente com o 

tratamento medicamentoso nestes casos, prevenindo riscos à vida de qualquer um 

dos participantes (116, 117). Mesmo com todos os avanços obtidos após anos de 

pesquisa em vacinas contra a malária, ainda não foram descritos correlatos 

biológicos de proteção e os esforços permanecem contínuos e árduos, requerendo 

longos períodos de ensaios laboratoriais e clínicos (testes em animais, 

posteriormente em adultos e só então em crianças) e sempre exigindo amplo 

suporte financeiro (118). Além destas dificuldades, existem inúmeras outras 

importantes de se ressaltar, que tiveram e têm impacto direto no desenvolvimento de 

uma vacina anti-malárica eficaz. Dentre estas podem-se citar algumas como: à 

imunidade natural incompleta desencadeada no hospedeiro, que requer constante 

reestimulação pelo parasito, processos imunológicos que por si só causam a morte 

do Plasmodium mas em contrapartida agravam os sintomas no hospedeiro 

dependendo de sua intensidade, mecanismos de escape utilizados pelo parasito, 

que permitem a evasão frente ao sistema imunológico do hospedeiro, a dificuldade 

de se expressar genes para proteínas de Plasmodium com alto rendimento e 

estrutura adequados, além da necessidade de desenvolvimento de novos 

adjuvantes mais eficientes e potentes (119).  

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

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

formas  e antígenos específicos do parasito em seus diversos estágios de 

desenvolvimento. Portanto, atualmente existem 3 estratégias vacinais básicas: as 

vacinas destinadas a atuar sobre os esporozoítas com o intuito de prevenir o 

estabelecimento da infecção no fígado do hospedeiro, conhecidas como vacinas 

pré-eritrocíticas, as vacinas destinadas a atuar sobre as formas assexuais presentes 

na circulação, reduzindo assim a parasitemia e a sintomatologia da malária, 

denominadas vacinas eritrocíticas ou de estágio sanguíneo, e por fim, vacinas 

destinadas a atuar sobre as formas sexuais presentes tanto no hospedeiro humano 

como no mosquito vetor a fim de interromper a transmissão, conhecidas como 

vacinas bloqueadoras de transmissão (120). Segundo a iniciativa de 

desenvolvimento de vacinas criada pela OMS, atualmente existem 

aproximadamente 22 formulações vacinais contra a malária em ensaios clínicos, 

dentre as quais 21 se destinam exclusivamente à espécie P. falciparum, enquanto 

apenas uma única formulação vacinal é específica para P. vivax. Destas, 10 
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correspondem a formulações vacinais pré-eritrocíticas, 10 correspondem a 

formulações vacinais de estágio sanguíneo e apenas 2 correspondem a formulações 

vacinais bloqueadoras de transmissão (Figura 7) (121).  

 

 

 

 

Figura 7: Panorama global de vacinas anti-maláricas atualmente em ensaios clínicos. 

Adaptado e traduzido de OMS, 2017 (121). 

 

1.6.1 Principais antígenos candidatos vacinais 

 

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

se alguns como a proteína circunsporozoíta (CSP), proteína mais abundante 

presente na superfície dos esporozoítas que atua diretamente na interação entre o 

parasito e as glândulas salivares do mosquito vetor, assim como o polo basolateral 

da membrana dos hepatócitos (122, 123). Esta proteína compõe a vacina 
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atualmente mais desenvolvida para a malária conhecida como RTS,S/AS01 

(Mosquirix), que é baseada em 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 (124-126). Esta vacina foi desenvolvida em 1987, em uma parceria entre 

a indústria farmacêutica GlaxoSmithKline e o Walter Reed Army Institute of 

Research e participa atualmente de ensaios clínicos de fase 3, nos quais já foi 

demonstrada eficácia aproximada de 36% em crianças de 5 a 17 meses que 

receberam 4 doses desta vacina. Tais resultados garantiram que a RTS,S/AS01 

além de ser a primeira vacina anti-malárica a passar por ensaios clínicos de fase 3 

também foi implementada emergencialmente a partir 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 (127, 128). Outro antígeno amplamente investigado é a proteína adesiva 

relacionada à trombospondina (TRAP), proteína necessária para a motilidade dos 

esporozoítas e em conjunto com a CSP, essencial para a invasão das glândulas 

salivares do mosquito vetor e dos hepatócitos do hospedeiro vertebrado (129-131). 

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 (132, 133). 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 (134, 135).  A proteína transversal de 

oocinetos e esporozoítas (CelTOS), que tem papel na travessia de oocinetos no 

epitélio do estômago de mosquitos e durante a travessia dos hepatócitos no 

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

caracterizada tanto como um antígeno candidato à uma vacina pré eritrocítica como 

uma vacina bloqueadora de transmissão (136-138). A CelTOS de P. falciparum se 

encontra atualmente em ensaios clínicos de fase 1, como candidata pré-eritrocítica, 

compondo uma formulação vacinal baseada nesta proteína recombinante expressa 

em E. coli em associação ao adjuvante FMP012 (121, 139). 

Na pesquisa de vacinas de estágio eritrocítico, antígenos como o antígeno 1 

de membrana apical (AMA-1) se destacam. Esta proteína atua por meio de um 

complexo de receptores, formado por RON2, RON4 e RON5, secretados e injetados 
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nas membranas celulares promovendo a invasão de hepatócitos e eritrócitos (140, 

141). Apesar do seu importante papel na invasão destas diferentes células, esta 

proteína tem sido amplamente explorada principalmente como uma candidata 

vacinal de estágio sanquíneo (142, 143), participando 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 tanto isoladamente 

(ChAd63-AMA-1/MVA-AMA-1) como em combinação com a CSP e a TRAP 

(ChAd63/MVA CSP TRAP AMA) (144, 145). Outro antígeno amplamente estudado é 

a proteína homóloga de ligação a reticulócitos 5 (RH5) de P. falciparum, que faz 

parte da família de proteínas de ligação a reticulócitos (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 (146-148). A família das proteínas de 

superfície de merozoítas (MSP) composta por 12 proteínas (MSP1 a MSP12) é 

caracterizada pelo seu envolvimento no reconhecimento e invasão dos eritrócitos 

(149, 150), dentre as proteínas desta família amplamente estudadas, MSP1 e MSP3 

se destacam por intensa investigação na literatura científica e por participarem de 

ensaios pré-clínicos e clínicos, respectivamente. Sendo a MSP1 estudada como 

formulação vacinal na sua forma recombinante e MSP3 sob a forma de vacina 

peptídica, baseada em epítopos presentes do aminoácido 181 ao 276 (144, 151). A 

proteína rica em glutamato (GLURP) também é amplamente investigada e existem 

inúmeras evidências que a apontam como alvo. Está proteína está localizada no 

complexo proteico Pfs38 na superfície de merozoítas de P. falciparum e se liga aos 

eritrócitos do hospedeiro humano diretamente por meio do receptor glicoforina A 

(152, 153). Foi proposto que a região hidrofóbica R0 de GLURP atue como um 

peptídeo sinal, sendo inclusive esta região parte integrante da vacina em estudo 

GMZ2, em combinação com a proteína MSP3, atualmente em ensaios clínicos de 

fase 2 (150, 152). O egresso dos merozoítas do interior dos eritrócitos é uma etapa 

essencial para garantir a manutenção do ciclo biológico do Plasmodium, este 

mecanismo 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, a proteína mais abundante da família SERA que 

apresenta papel importante durante o estágio sanguíneo como um importante 
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regulador da cinética de egresso dos eritrócitos, garantindo a eficiência da evasão 

(154-156). O domínio N-terminal desta proteína expresso em E. coli se encontra em 

ensaios clínicos de fase 1 sendo denominado como a candidata SE36 (144). Dentre 

alguns dos antígenos mais recentes, a proteína 1 exportada de trofozoíta (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 (157-

159). 

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

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

proteína expressa na superfície de gametas antes da fertilização e posteriormente 

em níveis abundantes durante o desenvolvimento de zigotos e oocinetos (160-163). 

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 (164). Além dos ensaios clínicos 

descritos, outros investigam o uso da P25 por meio da estratégia de construção de 

partículas semelhantes a vírus onde esta proteína está inserida na proteína de 

revestimento do vírus do mosaico da alfafa (165). 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 

produção do zigoto (163, 166, 167). Esta proteína é atualmente investigada em 

ensaios pré-clínicos que utilizam o seu fragmento C-terminal na composição da 

formulação vacinal (144, 168). 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 (169, 170). 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 (171-173). Atualmente o domínio 1 da P230 de P. falciparum 

(P230D1M) se encontra em ensaios clínicos sob a forma conjugada a EPA (174). 
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1.6.2 Vacinas específicas para Plasmodium vivax 

 

Os estudos com vacinas específicas para P. vivax ainda são muito escassos 

quando comparados aos estudos voltados para P. falciparum. Atualmente existe 

uma única formulação vacinal em ensaios clínicos para P. vivax, a vacina 

Chad63/MVA PvDBP (121). Esta formulação é composta pelos vetores Chad63/MVA 

que codificam a sequência PvDPB_RII da linhagem de referência de P. vivax 

Salvador I e foi testada em ensaios clínicos de fase 1 (175, 176). 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 antígeno 

Duffy presente nos reticulócitos permitindo assim a sua invasão (177). A região II 

(PvDPB_RII) da PvDPB foi selecionada para compor esta vacina em função de 

corresponder a uma região conservada, extracelular, rica em cisteína e que abriga o 

domínio de ligação da proteína, que demonstrou em diversos estudos a capacidade 

de induzir anticorpos inibitórios em roedores, coelhos e primatas não humanos 

(NHP) (175, 176, 178).   

Além desta, 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 (121, 179). 

A outra formulação vacinal atualmente investigada em ensaios pré-clínicos é 

baseada na estratégia de esporozoítas atenuados por radiação (RAS) (180-182). 

Apesar destes avanços, ao se analisar os intensos esforços destinados à 

investigação de vacinas voltadas para P. falciparum ao longo dos anos, é evidente 

que o desenvolvimento de uma vacina específica para P. vivax consiste em uma 

tarefa árdua e que depende diretamente de elevado suporte financeiro. No entanto, 

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, abrem portas previamente inexploradas e 

servem como base para direcionar novas pesquisas com propostas de vacinas 

capazes de combinar diferentes antígenos de P. vivax e compor vacinas multiestágio 

altamente eficazes e específicas para esta espécie plasmodial (183). 
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1.7 Proteína CyRPA de Plasmodium vivax  

O antígeno protetor rico em cisteína, conhecido como CyRPA foi 

primeiramente descrito em P. falciparum e consiste em uma proteína de 42.8 kDa 

contendo 362 resíduos presente nos micronemas de merozoítas (184). Esta proteína 

é parte integrante de um complexo terciário composto de outras 2 proteínas, a 

proteína homóloga de ligação a reticulócitos 5, conhecida como RH5 e a proteína de 

interação com RH5, conhecida como Ripr. A partir do contato do parasito com os 

eritrócitos e um mecanismo de sinalização que ainda não foi bem elucidado as 

proteínas são liberadas a partir dos micronemas e formam o complexo terciário na 

junção entre a região apical do merozoíta e a membrana da célula hospedeira. A 

partir do complexo, a proteína RH5 interage diretamente com o receptor BSG na 

superfície das células sanguíneas, levando a um influxo de Ca2+, a subsequente 

formação de uma junção comunicante, seguida da formação do vacúolo 

parasitóforo, permitindo assim a invasão do eritrócito pelo parasito (Figura 8) (185, 

186). Já foi demonstrado na literatura científica em P. falciparum que merozoítas 

mutantes que não apresentam a proteína CyRPA apesar de ainda conseguirem se 

ligar aos eritrócitos, não conseguem efetuar essa ligação de forma irreversível e 

portanto não são capazes de invadir as células hospedeiras. Além disso, anticorpos 

monoclonais anti CyRPA foram capazes de inibir a invasão de células sanguíneas 

tanto in vitro como in vivo em ensaios de camundongos modificados contendo 

eritrócitos humanos (185, 187, 188). Estudos recentes demonstraram que ao ser 

utilizada como imunógeno aliada ao seu complexo terciário, CyRPA apresentou 

títulos de anticorpos 7.5 vezes inferiores em comparação a imunização de forma 

isolada, sugerindo que seus epítopos inibitórios estejam mascarados pelas regiões 

que estão em contato direto com as proteínas Ripr e RH5 (186). 
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Figura 8: Mecanismo de invasão de eritrócitos mediado pelo complexo 

Rh5/Ripr/CyRPA. Adaptado e traduzido de Volz et al, 2016  (185). 

 

A PfCyRPA compartilha 42% de homologia com as sua órtologas, 

identificadas apenas em P. vivax e nas espécies que infectam NHP P. knowlesi, P. 

cynomolgi e P. reichenowi (184).  Porém, divergências no complexo CyRPA, RH5 e 

Ripr já foram demonstradas entre diferentes espécies plasmodiais. Enquanto a 

CyRPA e a Ripr estão presentes na maioria das espécies de Plasmodium, a RH5 

está restrita ao pequeno subgênero Laverania. Ensaios de CRISPR/Cas9 e de 

inibição da expressão de CyRPA e Ripr em P. knowlesi, demonstraram que estas 

proteínas ainda assim são essencias para a invasão de eritrócitos e que nesta 

espécie plasmodial não formam um complexo entre si, atuando de forma 
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independente durante este processo (Figura 9). Além disso, pesquisadores também 

demonstraram em ensaios utilizando anticorpos que diferente de P. falciparum, tanto 

P. vivax quanto P. knowlesi não necessitam exclusivamente do receptor de 

eritrócitos BSG para invadir as células sendo capazes de utilizar receptores 

alternativos para prosseguir com o mecanismo de invasão (189). Baseado nesse 

estudo é possível inferir que devido a maior proximidade filogenética entre P. 

knowlesi e P. vivax, que o papel independente e ainda essencial de CyRPA para a 

invasão de merozoítas seja semelhante entre estas espécies plasmodiais. Além 

deste estudo elucidando a necessidade do receptor BSG para a invasão, existe 

apenas outro estudo em toda a literatura científica abordando a PvCyRPA, que 

consiste em uma investigação de 38 antígenos de P. vivax a partir de ensaios de 

luminex realizados com plasmas de uma coorte de crianças da Papua Nova Guiné. 

Após a aplicação de um algoritmo desenvolvido especialmente para identificar o 

potencial protetor dos anticorpos das amostras coletadas, PvCyRPA foi identificada 

como um dos antígenos mais promissores, sendo associada com 50% de redução 

de infecções sintomáticas mesmo em indivíduos que apresentaram baixos níveis de 

anticorpos, tendo performance superior a clássicos antígenos candidatos vacinais 

(190).   
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Figura 9: Invasão de eritrócitos por merozoítas de (A) P. knowlesi e (B) P. falciparum. 

Adaptado e traduzido de Knuepfer et al, 2019 (189).  

1.8 Vacinologia Reversa como aliada no desenvolvimento de uma vacina 

utilizando a PvCyRPA 

A vacinologia clássica tradicionalmente se desenvolveu de forma empírica a 

partir do isolamento, inativação e inoculação de microrganismos inteiros ou de suas 

porções (191). Apesar de extremamente bem sucedido, este modelo de 

desenvolvimento de vacinas apresenta certas desvantagens como: o tempo elevado 
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para a realização das técnicas, a necessidade de cultivar os microrganismos em 

laboratório e a dificuldade de isolar e purificar antígenos, limitando os estudos aos 

antígenos mais abundantes presentes nos microrganismos para a realização dos 

ensaios vacinais. Com o avanço de tecnologias como o sequenciamento de 

genomas e a bioinformática, a vacinologia reversa surgiu como uma proposta onde 

alvos vacinais podem ser identificados a partir do uso de algoritmos capazes de 

prever regiões promissoras para compor uma vacina, baseados na sequência gênica 

dos microrganismos desejados (192). Portanto, pode-se definir a vacinologia reversa 

como uma combinação de métodos e ferramentas computacionais que permitem a 

identificação de candidatos vacinais, por meio da antecipação da seleção precisa de 

possíveis regiões antigênicas e de epítopos, para a posterior realização de ensaios 

experimentais e de refinamento a fim de confirmar seu potencial vacinal (Figura 10) 

(193). Esta proposta abre novas portas no que diz respeito a pesquisas de vacinas 

com microrganismos de difícil cultivo ou não cultiváveis, correspondendo assim a 

uma proposta bastante promissora no caso de organismos como o P. vivax, uma vez 

que o seu cultivo in vitro contínuo ainda não é estabelecido (194). 

A vacinologia reversa foi utilizada pela primeira vez na predição de potenciais 

antígenos para compor uma vacina contra Neisseria meningitidis, bactéria 

responsável por causar a meningite meningocócica nos anos 90. O genoma 

completo de um isolado de Neisseria meningitidis do sorogrupo B foi utilizado e os 

pesquisadores foram capazes de identificar centenas de genes codificando 

potenciais antígenos de superfície. A partir destes resultados, foi efetuada a 

clonagem, amplificação e expressão das sequências preditas permitindo a 

realização posterior de inúmeros ensaios imunológicos que por fim resultaram em 

uma vacina multivalente contendo 3 antígenos recombinantes (antígeno de 

Neisseria de ligação à heparina, proteína de ligação com o fator H e adesina A de 

Neisseria) aprovada após ensaios clínicos para uso na Europa em 2013 (195). No 

caso da malária esta estratégia já foi amplamente abordada em diferentes trabalhos 

para a identificação de potenciais epítopos de células B e T de P. falciparum em 

proteínas como: AMA-1, CSP, MSP8, MSP10, Pf12, Pfs 48/45, GLURP entre outras  

(196-201) e para P. vivax em proteínas como: MSP9, Pvs25, CelTOS e TRAP (131, 

162, 202, 203). Juntos estes trabalhos demonstram como a vacinologia reversa 

auxilia no desenvolvimento de vacinas aprimorando os ensaios experimentais e 

acelerando os anos de pesquisa. Nesse contexto, a identificação de epítopos em 

proteínas de estágio sanguíneo como a PvCyRPA representa um passo promissor 
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para o desenvolvimento de vacinas contra o P. vivax, uma vez que antígenos 

presentes nesta proteína podem no futuro vir a compor uma vacina eritrocítica 

isoladamente a fim de fornecer proteção clínica e reduzir tanto a carga parasitária no 

sangue dos indivíduos infectados como a transmissão da doença ou em combinação 

com outros antígenos provenientes de diferentes estágios do ciclo biológico a fim de 

compor uma vacina multiestágio que permita a indução de uma resposta imune 

muito mais abrangente (56). 

 

                        

 

Figura 10: Comparação entre as etapas envolvidas na vacinologia convencional e na 

vacinologia reversa. Adaptado e traduzido de Soria-Guerra, 2015. 
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2 JUSTIFICATIVA 

O desenvolvimento de vacinas candidatas contra o P. vivax tem sido difícil 

principalmente por questões como a falta de um sistema in vitro para o cultivo 

contínuo deste parasito e pelo equívoco generalizado de que a malária causada pelo 

P. vivax é branda reduzindo assim o impacto global da malária vivax. Contudo, as 

elevadas dispersão e prevalência do P. vivax no mundo, a formação de hipnozoítas 

que causam episódios de recaídas, a geração antecipada de gametócitos em seu 

ciclo biológico, o significativo número de relatos de malária grave causada por esta 

espécie plasmodial, somados ao surgimento e dispersão de cepas resistentes ao 

tratamento na Ásia, no Brasil e na África, são algumas das muitas características 

que reforçam a importância epidemiológica do P. vivax e a urgência do 

desenvolvimento de vacinas específicas para esta espécie, um passo fundamental 

para o controle da malária no Brasil e no mundo. 

Apesar da existência de pesquisas com P. vivax em várias partes do mundo, 

inclusive no Brasil, a busca de vacinas contra esta espécie plasmodial ainda é pouco 

explorada e o número de proteínas antigenicamente relevantes ainda é muito 

restrito. Em meio a este cenário, a vacinologia reversa surge como uma alternativa 

promissora para identificação de alvos vacinais contra o P. vivax. Atualmente, o 

mapeamento por predição in silico e a posterior confirmação imuno-molecular dos 

epítopos de células B e T de proteínas candidatas vacinais vem sendo utilizada em 

diversos patógenos como o HIV e o Influenza (204), fornecendo constantemente 

subsídios para o desenvolvimento de vacinas e novos testes de diagnóstico 

eficazes. Na malária, apesar da existência de um número considerável de proteínas 

candidatas vacinais, como as citadas anteriormente, estudos que utilizem 

ferramentas de bioinformática aliados a confirmação experimental com antígenos de 

Plasmodium ainda são escassos. 

Neste contexto, a identificação de epítopos de células B e T em promissoras 

candidatas vacinais, como no caso da PvCyRPA, bem como sua utilização em 

ensaios de antigenicidade, pode representar uma importante contribuição no campo 

das pesquisas em vacinas contra o P. vivax, uma vez que fornecerá informações 

relevantes sobre a validação e a identificação de novos candidatos vacinais 

aplicáveis em populações de áreas endêmicas brasileiras.  
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Descrever as respostas imunes celular e humoral desencadeadas frente à 

PvCyRPA em indivíduos naturalmente expostos à infecção e avaliar a eventual 

relação dessas respostas específicas com indicativos de exposição e proteção. 

3.2 Objetivos Específicos 

• Avaliar a reatividade de anticorpos IgM e IgG de indivíduos naturalmente 

expostos à malária frente a proteína recombinante representando a 

PvCyRPA; 

• Determinar a frequência e magnitude das subclasses de IgG (IgG1, IgG2, 

IgG3 e IgG4) específicas para PvCyRPA nos indivíduos respondedores;  

• Avaliar a relação entre a resposta humoral observada e os fatores de 

exposição/proteção nos indivíduos participantes do estudo;  

• Realizar a predição in silico dos possíveis epítopos de células B e T presentes 

na proteína PvCyRPA;  

• Avaliar a reatividade de anticorpos IgG frente aos peptídeos sintéticos 

representando os epítopos de célula B selecionados na PvCyRPA; 

• Identificar a resposta imune celular de indivíduos naturalmente expostos à 

infecção frente aos peptídeos sintéticos representando os epítopos de células 

T CD4 com maior score na predição in silico; 

• Avaliar a relação entre a resposta epítopo-específica e os fatores de 

exposição/proteção nos indivíduos participantes do estudo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Área e população de estudo 

 

4.1.1 Área de estudo 

A incidência da malária no Brasil está majoritariamente concentrada nos 

estados da Bacia Amazônica, com mais de 99% dos casos de malária. O Estado do 

Acre é o segundo estado brasileiro em número de casos, registrando em 2019 um 

total de 12.784 casos da doença, de acordo com os dados do Ministério da Saúde. 

Assim como outros estados brasileiros, o estado do Acre apresenta um quadro 

preocupante, onde ao longo dos anos ocorrem flutuações com redução e 

subsequente aumento do número de casos de malária. Nesta região, a malária não 

está homogeneamente distribuída, incidindo prioritariamente em populações vivendo 

em condições insatisfatórias de habitação e trabalho. Estas populações estão 

relacionadas à ocupação desordenada de terras, a projetos de assentamento e à 

intensa migração. Para este estudo escolhemos três áreas endêmicas pertencentes 

ao sudoeste da Amazônia e com alto índice parasitário anual nos últimos 5 anos. 

 

4.1.2 População de estudo 

 Ao todo foram coletadas 90 amostras de sangue, PBMC e plasma de 

indivíduos naturalmente expostos à malária, residentes nos municípios de Cruzeiro 

do Sul (AC), Mâncio Lima (AC) e Guajará (AM), mediante a realização de trabalho 

de campo realizado entre junho e agosto de 2018 (Figura 11). Destas, 30 amostras 

correspondem a indivíduos infectados por P. vivax durante a coleta, 30 amostras 

correspondem a indivíduos naturalmente expostos à malária que apresentem 

infecções anteriores nos últimos 10 anos e 30 amostras de indivíduos expostos mas 

sem infecções anteriores nos últimos 10 anos. Além destes, 10 amostras de 

indivíduos provenientes de área não endêmica (Rio de Janeiro), sem histórico 

pregresso de exposição à malária foram utilizados como grupo controle. Embora não 

tenha sido possível calcular e coletar um N amostral representativo de toda a 
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população dos municípios estudados, as amostras coletadas (N=100) por 

conveniência são compatíveis com os demais trabalhos soroepidemiológicos e de 

resposta celular realizados em áreas endêmicas de malária.  

 

4.1.3 Critério de inclusão de pacientes 

  Indivíduos com ou sem malária, residentes nas localidades acima descritas, 

que apresentaram ou não sintomas. 

 

4.1.4 Critério de exclusão de pacientes 

  Foram excluídos do nosso estudo indivíduos provenientes de populações que 

precisam de solicitações específicas para a realização de estudos experimentais, 

como: indígenas, grupos religiosos, militares, presidiários, indivíduos que possuem 

psicopatologias, parturientes e gestantes, independente da idade e crianças com 

idade inferior aos 10 anos. 

 

* Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa da Fundação 

Oswaldo Cruz, CEP-FIOCRUZ): CEP-FIOCRUZ CAAE 46084015.1.0000.5248 
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Figura 11: Localização dos municípios nos quais foram realizadas as coletas e 

entrevistas da população de estudo. 

 

4.2 Obtenção de amostras e de dados epidemiológicos 

 

4.2.1 Coleta de sangue 

 Os voluntários foram informados sobre o projeto de pesquisa e após 

aceitarem participar do estudo, assinaram um termo de consentimento livre e 

esclarecido. Em seguida, responderam oralmente a um questionário que visava à 

coleta de dados pessoais e epidemiológicos que foram depositados em um banco de 

dados. As informações fornecidas pelos participantes do estudo foram utilizadas em 

conjunto com os resultados experimentais obtidos a fim de identificar características 

epidemiológicas estatisticamente significativas desta população. A coleta de sangue 

(15 mL) foi realizada por punção venosa utilizando-se o sistema vacutainer. Ao todo 

foram utilizados dois tubos, o primeiro (10 mL) com heparina, utilizado para 

investigação da resposta imune celular e humoral (determinada por ensaios de 

ELISPOT e ELISA, respectivamente) e o segundo (5 mL) com EDTA, utilizado para a 

genotipagem do parasito e para o diagnóstico molecular por meio da técnica de 

PCR.   
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4.2.2 Coleta de dados epidemiológicos e demográficos 

 Todos os voluntários participaram de uma cuidadosa entrevista com o 

objetivo de preencher um questionário de investigação para a coleta de dados 

pessoais (nome, idade, sexo, profissão) e epidemiológicos (tempo de residência em 

área endêmica, número de infecções anteriores de malária, espécies previamente 

contraídas, tempo desde o último episódio de malária, entre outras) que foram 

utilizados nos estudos de correlação com os dados experimentais.  

 

4.2.3 Extração de DNA 

 O DNA foi extraído seguindo o protocolo do kit comercial QIAamp® DNA 

Blood Midi/Maxi (QIAgen, Valencia, CA, USA), utilizando apenas 1 mL de papa de 

hemácias de cada amostra.   

 

4.2.4 Diagnóstico parasitológico e molecular de malária 

  O exame parasitológico foi realizado por distensão sanguínea e/ou gota 

espessa corada pelo Giemsa durante o trabalho de campo realizado em 2018 e as 

amostras também foram submetidas à amplificação por PCR para identificação da 

espécie plasmodial, por fim foi realizado o cruzamento entre os resultados do 

exame de gota espessa e os resultados moleculares obtidos com as amostras de 

cada participante (205). 

 

4.3 Síntese do gene, clonagem e expressão da PvCyRPA recombinante 

 O gene sintético de aproximadamente 1500 pb foi adquirido comercialmente 

(Geneart, Thermo Fisher, Regensburg, Alemanha) utilizando a plataforma de 

tecnologia da própria empresa. A otimização de códons para expressão de genes 

em E. coli foi realizado usando o algoritmo GeneOptimizer com objetivo de obter 

altas taxas de expressão. A expressão da proteína quimérica PvCyRPA foi realizada 
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em colaboração com o Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz-PR) pelo grupo de 

pesquisa da Dra. Letusa Albretch (Anexo I).  

 

4.4 Avaliação da reatividade de anticorpos IgM, IgG e Subclasses PvCyRPA 

específicos 

 A presença de anticorpos específicos para a proteína recombinante 

PvCyRPA foi avaliada nas amostras de soro por meio da técnica de ELISA.  Placas 

de 96 poços foram sensibilizadas durante 24 h com 200 ng de antígeno.  Após a 

sensibilização, foram lavadas 4X com PBS 0.05% tween 20 e bloqueadas com 200 

μl de PBS tween 5% BSA filtrado durante 2h a temperatura ambiente. As placas 

foram lavadas uma vez após o bloqueio e incubadas durante 1h a temperatura 

ambiente com soro diluído 1:100 em PBS tween 2,5% BSA, sendo cada soro 

testado em duplicata. Depois de lavar 4X, as placas foram incubadas durante mais 

1h a temperatura ambiente com os anticorpos monoclonais anti-IgG e anti-IgM 

conjugado a peroxidase diluído em PBS tween 2,5% BSA. A revelação foi realizada 

após a lavagem das placas por 4X, com a incubação dos substratos (OPD) e 

peróxido de hidrogênio por 30 minutos a temperatura ambiente, de acordo com as 

instruções do fabricante. As densidades óticas (DOs) foram lidas a 490nm, e todos 

os valores acima da média somados a três vezes o desvio padrão (cut off) dos 

soros dos indivíduos sem histórico pregresso de malária foram considerados 

positivos (índice de reatividade > 1). Após a realização dos ensaios, os indivíduos 

respondedores para IgG anti-PvCyRPA tiveram o soro testado para as diferentes 

subclasses de IgG, utilizando o mesmo protocolo descrito com a substituição da 

anti-IgG humana por anticorpos monoclonais produzidos em camundongos 

específicos para as subclasses de IgG; anti-IgG1 (Sigma, clone HP6001), Anti-IgG2 

(6002), Anti-IgG3 (6050) e Anti-IgG4 humana (6023) e anticorpo anticamundongo 

conjugado a peroxidase diluído 1:1000.  

 

 



58 

4.5 Predição e obtenção de epítopos de Células B e T 

 

4.5.1 Predição in silico e análise dos possíveis epítopos de células B 

 A sequência completa da proteína PvCyRPA foi analisada utilizando o 

algoritmo BepiPred presente no Immuno Epitope Database (IEDB) para a predição 

de propensão antigênica de potenciais epítopos lineares presentes nesta proteína, a 

partir dos diferentes scores fornecidos pelo software foram selecionados os 

epítopos mais promissores (206).  

 

4.5.2 Predição in silico e análise dos possíveis epítopos de células T CD4 

 A sequência completa da proteína PvCyRPA foi analisada utilizando o IEDB, 

como ferramenta de análise (207) somado ao ANN aka NetMHC (3.4) (208, 209), 

SMM (210) e Comblib (211). Foram selecionados 10 peptídeos com os maiores 

scores de antigenicidade e ligação de HLA (foi utilizada como referência a lista de 

HLAs fornecida na própria ferramenta de predição). 

 

4.5.3 Síntese química dos peptídeos 

 As sequências peptídicas baseadas nos epítopos de células B e T 

identificadas pelas estratégias utilizadas na predição, foram sintetizadas com pureza 

de 90-98% utilizando a metodologia de síntese em fase sólida (212) e adquiridas 

comercialmente (Genone Biotech). Análises de HPLC e espectrometria de massa 

foram realizadas em todos os peptídeos (Anexo II). 

 

 

 

 



59 

4.6 Confirmação dos epítopos preditos 

 

4.6.1 Confirmação de epítopos de células B por ELISA 

 Os peptídeos sintetizados e liofilizados correspondendo às sequências de 

epítopos de células B preditas foram adquiridos comercialmente (WatsonBio) e a 

detecção dos anticorpos específicos será feita seguindo as instruções do ELISA 

fornecidas pelo fabricante. Portanto, a sobreposição dos resultados de predição 

com os resultados do ELISA de peptídeos nos confirmará as regiões mais 

promissoras da proteína PvCyRPA. 

 

4.6.2 Confirmação de epítopos de células T e avaliação da resposta imune 

celular 

 O número relativo de células T específicas secretoras de IFN-γ foi 

quantificado por meio da técnica de ELISPOT. As placas de nitrocelulose foram 

sensibilizadas com anticorpo de captura anti-IFN-γ, após a sensibilização, as placas 

foram lavadas e bloqueadas com 100 μl de meio RPMI contendo 10% de soro fetal 

bovino (meio completo). A partir do bloqueio, foram adicionados aos poços em 

duplicata, 100 μl dos peptídeos sintéticos na concentração de 10 μg/ml em meio 

RPMI completo; 100 μl contendo 2x105 células mononucleares em meio RPMI 

completo, previamente isoladas por Ficoll. As placas foram incubadas em estufa a 

37ºC e 5% de CO² durante 24h. Após esse período, foram adicionados 50 μl por 

poço do anticorpo de detecção biotinilado anti IFN-γ nas placas que foram incubadas 

durante 4h a 37ºC. Por fim, foram adicionados 50 μl/poço de estreptavidina-ALP em 

PBS 1% SFB e para a revelação com NBT/BCIP. A aquisição das imagens das 

placas e a contagem do número de spots obtidos foi realizada no leitor de ELISPOT 

(ImmunoSpot®, modelo S6UV-ultra) da Plataforma de ELISPOT/PDTIS da Fiocruz.  
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4.7 Análises de dados 

Os dados foram armazenados no banco de dados Epi-info (CDC, Atlanta) 

versão 3.2. e foi feita a análise estatística das diferenças entre os índices de 

reatividade e as frequências de respostas observadas. As correlações univariadas 

entre dados epidemiólogicos e a resposta humoral foi feita pelo Programa Graph 

Pad. Prism 5.0, onde foram utilizados os seguintes testes estatísticos: Teste de 

Mann Whitney, utilizado na comparação das medianas entre duas variáveis não 

pareadas; Teste de Spearman, utilizado na avaliação das correlações entre duas 

variáveis mensuradas ordinais, contínuas e do mesmo tamanho; Teste do qui-

quadrado (X2), para avaliar se as proporções observadas entre dois grupos são 

estatisticamente distintas. Por fim, análises multiparamétricas e multivariadas foram 

aplicadas para identificar as potencias associações entre indicativos de proteção e 

exposição da população estudada com a resposta imune humoral e celular 

específicas contra a PvCyRPA. 

 

          

 

Figura 12: Desenho experimental do estudo. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Perfil clínico e epidemiológico da população naturalmente exposta à 

malária residente nas áreas de estudo 

A população de estudo é composta por 100 indivíduos, dentre eles: 10 

indivíduos de área não endêmica provenientes da cidade do Rio de Janeiro e 90 

indivíduos provenientes de área endêmica, dos municípios de Cruzeiro do Sul, 

Mâncio Lima e Guajará. Desses 90 indivíduos, 30 indivíduos estavam infectados por 

P. vivax no momento da coleta - confirmados por gota espessa e PCR, 30 indivíduos 

foram classificados como expostos que relataram infecções anteriores de malária 

nos últimos 10 anos (Ex10) e 30 indivíduos expostos sem infecções nos últimos 10 

anos (ExN10). A partir dos dados epidemiológicos coletados dos indivíduos 

provenientes de área endêmica (N=90) observou-se que 41 são do sexo masculino 

(45,6%) e 49 do sexo feminino (54,4%) com mediana de 28 anos (intervalo 

interquartil – IQ 20-37.8) e mediana de 29 anos residindo em área endêmica (IQ 20-

38). Os indivíduos com histórico pregresso da doença (N=60) apresentaram 

mediana de 2 episódios anteriores de malária (IQ 0-5) e destes 52 (86,7%) relataram 

infecções anteriores por P. vivax (Quadro 1). 
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Quadro 1: Dados epidemiológicos da população proveniente de área endêmica. 

 

Dados Epidemiológicos                     
 

 
(N=90) 

  

    

Gênero                                                                                  N (%) 

Masculino  41 (45,6%)   

Feminino  49 (54,4%)   

Fatores de exposição à Malária                                    Mediana (IQ) 

I.P.A  61,4   

Idade (anos)  28 (20-37,8)   

Tempo de residência em área endêmica  29 (20-38)   

Tempo de residência no presente endereço  20 (12-34)   

Meses desde a última malária  0 (0-17)   

Número de episódios de malária no último ano  0 (0-1)   

Número de episódios anteriores de malária  2 (0-5)   

Espécies previamente contraídas                      N (%)   

P. vivax  14 (15,6%)   

P. falciparum  4 (4,4%)   

P. vivax and P. falciparum   38 (42,2%)   

Sem infecções nos últimos 10 anos  30 (33,3%)   

Não reportado  4 (4,4%)   

Diagnóstico (gota espessa e PCR)                                          N (%)   

P. vivax  30 (33,3%)   

P. falciparum  0 (0%)   

Misto  0 (0%)   

Negativo  60 (66,7%)   

 

 

IPA = Índice Parasitário Anual. Neste quadro não foram incluídos os indivíduos 

controle provenientes de área não endêmica (N=10). 

5.2  Reatividade de anticorpos IgM e IgG de indivíduos naturalmente 

expostos à malária frente a PvCyRPA recombinante  

As amostras de soro dos 100 indivíduos foram testadas frente à PvCyRPA 

recombinante. As densidades ópticas (DO’s) obtidas no grupo controle proveniente 

de área não endêmica (N=10) apresentaram mediana de 0,079, variando de 0,062 a 

0,126 para anticorpos IgM anti-PvCyRPA e DO’s com mediana de 0,215 variando de 

0,090 a 0,298 para anticorpos IgG anti-PvCyRPA. A partir da média das DO’s 

somada a 3 desvios padrão dos indivíduos do grupo controle foram calculados os 

índices de reatividade (IR’s) dos indivíduos provenientes de área endêmica (N=90). 
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Indivíduos que apresentaram IR’s com valores superiores a 1 para anticorpos IgM ou 

IgG anti-PvCyRPA foram considerados respondedores. Nas 90 amostras 

provenientes de área endêmica foram observadas frequências semelhantes de 

indivíduos respondedores para os anticorpos IgM anti-PvCyRPA (n=42; 46.7% de 

respondedores) e IgG anti-PvCyRPA (n=45; 50% de respondedores) (figura 13a). 

Não houve diferença significativa entre os índices de reatividade (IR’s) desses 

anticorpos (IgM - IR com mediana de 0.958, variando de 0.393 a 7.353; IgG - IR com 

mediana de 0.959, variando de 0.229 a 5.089) (figura 13b). Ao todo, desses 90 

indivíduos provenientes de área endêmica, 23 foram respondedores tanto para 

anticorpos IgM anti-PvCyRPA como para anticorpos IgG anti-PvCyRPA (17 

infectados, 5 Ex10 e 1 ExN10) e 26 indivíduos não foram respondedores para 

nenhum desses anticorpos (3 infectados, 13 Ex10 e 10 ExN10). 

 

 

 

 

Figura 13: Resposta de anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA. (a) Frequência de 

indivíduos respondedores para anticorpos IgM e IgG. (b) Índices de reatividade de 

anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA. A linha tracejada em vermelho corresponde a 1, 

indivíduos que apresentem IR’s superiores a este valor são considerados 

respondedores. 

 

    

Em seguida, foram comparados os indivíduos respondedores para anticorpos 

IgM anti-PvCyRPA dos indivíduos não respondedores para anticorpos IgM anti-

PvCyRPA. Um maior número de episódios de malária no último ano (mediana 0, IQ 

0-2) foi observado nos respondedores em relação aos não respondedores (mediana 

0, IQ 0-0) (p=0.0112), além disso, respondedores para anticorpos IgM anti-PvCyRPA 

também apresentaram número inferior de meses desde a última malária (mediana 0, 
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IQ 0-0) em relação aos não respondedores (mediana 12, IQ 6-25) (p<0.0001) . Entre 

indivíduos respondedores e os não respondedores para anticorpos IgG anti-

PvCyRPA não houve diferenças estatísticas.  

  Analisando os grupos provenientes de área endêmica separadamente 

(infectados, Ex10 e ExN10), foi observada uma frequência superior de indivíduos 

respondedores para IgM no grupo dos indivíduos infectados (N=30), onde 26 

indivíduos (86.7%) foram respondedores para a PvCyRPA em comparação a apenas 

8 indivíduos respondedores (26.7%) em cada um dos outros grupos de indivíduos 

expostos (Ex10 N=30 e ExN10 N=30) (p<0,0001) e ao grupo controle de indivíduos 

não expostos (N=10) (p<0,0001) que não apresentou respondedores para tais 

anticorpos. No caso dos anticorpos IgG anti-PvCyRPA as frequências 

permaneceram semelhantes entre os grupos investigados, com 18 indivíduos 

respondedores (60%) no grupo de infectados (N=30), 14 indivíduos respondedores 

(46,7%) no grupo Ex10 (N=30) e 13 indivíduos respondedores (43,3%) no grupo 

ExN10 (N=30). Todos estes grupos apresentaram frequências superiores ao grupo 

controle não exposto (N=10) onde nenhum indivíduo foi respondedor para anticorpos 

IgG anti-PvCyRPA (p=0,0008, p=0,0075 e p=0,0164, respectivamente). Ao comparar 

as frequências de respondedores para anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA em cada 

grupo, observou-se uma maior frequência de respondedores para anticorpos IgM 

anti-PvCyRPA no grupo dos infectados (N=30) em comparação a frequência de 

respondedores para anticorpos IgG anti-PvCyRPA deste mesmo grupo (p=0,0391). 

Ao compararmos os IR’s de anticorpos IgM anti-PvCyRPA em cada grupo, verificou-

se que os IR’s do grupo de infectados (N=30) foi superior aos IR’s dos 2 grupos 

expostos (Ex10 N=30 e ExN10 N=30) (P<0,0001). No caso dos anticorpos IgG anti-

PvCyRPA não foram observadas tais diferenças. Para ambos os anticorpos, IgM e 

IgG anti-PvCyRPA, tanto o grupo de indivíduos infectados como os grupos expostos 

Ex10 e ExN10 apresentaram IR’s superiores aos IR’s encontrados no grupo dos 

indivíduos controle não expostos (N=10) (P<0,0001) (figuras 14a e 14b).  
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Figura 14: Resposta de anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA divididos por grupo. (a) 

Frequência de indivíduos respondedores para anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA por 

grupo. (b) Índices de reatividade de anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA induzidos por 

grupo. A linha tracejada em vermelho corresponde a 1, indivíduos que apresentem 

IR’s superiores a este valor são considerados respondedores. Os asteriscos indicam 

os valores de p: (*) p < 0.05; (**) p < 0.005; (***) p  < 0.0005. As cerquilhas são 

equivalentes, porém indicam diferença estatística em comparação a todos os grupos 

analisados. 

5.3 Frequência e magnitude das subclasses de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) 

específicas para PvCyRPA nos indivíduos respondedores   

Em seguida, investigamos as subclasses de anticorpos IgG anti-PvCyRPA 

produzidas nos indivíduos respondedores para anticorpos IgG anti-PvCyRPA 

(N=45). O perfil de subclasses de anticorpos IgG anti-PvCyRPA observado 

demonstrou que: As frequências encontradas foram de 62,2% (N=28) para 

anticorpos IgG1, de 44,4% (N=20) para anticorpos IgG2, de 55,6% (N=25) para 

anticorpos IgG3 e de 2,2% para anticorpos IgG4 (N=1). Não houve diferenças 

estatísticas entre as frequências das 3 primeiras subclasses de anticorpos descritas, 

porém, todas estas apresentaram frequências de indivíduos respondedores 

superiores em relação a subclasse IgG4 (p<0,0001) (figura 15a). Em relação aos 

IR’s, indivíduos que apresentaram anticorpos IgG1 anti-PvCyRPA apresentaram 
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mediana de 1,480 (IQ 0,905-2,892), enquanto aqueles que apresentaram anticorpos 

IgG2 anti-PvCyRPA tiveram mediana de 1,217 (IQ 0,833-2,083) e os que 

apresentaram IgG3 anti-PvCyRPA uma mediana de 1,244 (IQ 0,793-1,985). Os IR’s 

destas subclasses foram superiores quando comparados aos IR’s de anticorpos 

IgG4 anti-PvCyRPA que apresentaram mediana de 0,341 (IQ 0,287-0,443) (figura 

15b). 

 

 

 

 

Figura 15: Perfil de subclasses de IgG anti-PvCyRPA. (a) Frequência de indivíduos 

respondedores para as subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. (b) Índices de reatividade 

de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 frente a proteína PvCyRPA recombinante. A 

linha tracejada em vermelho corresponde a 1, indivíduos que apresentem IR’s 

superiores a este valor são considerados respondedores. Os asteriscos indicam os 

valores de p: (*) p < 0.05; (**) p < 0.005; (***) p  < 0.0005. 

5.4 Relação entre a resposta humoral observada e os fatores de 

exposição/proteção nos indivíduos participantes do estudo 

A fim de correlacionar a resposta de anticorpos IgM e IgG anti-PvCyRPA 

observada com fatores de exposição/proteção foram realizadas análises 

combinando os IR’s dos anticorpos observados e os dados epidemiológicos obtidos 

dos indivíduos provenientes de área endêmica (N=90). Nesse contexto, foi 

identificada uma correlação inversa entre os IR’s de anticorpos IgM anti-PvCyRPA 

e o número de meses desde a última malária (p<0.0001 e r=-0.6066) (figura 16a) 

assim como uma correlação direta com o número de episódios de malária no último 

ano (p=0.0226 e r=0.2457) (figura 16b).  
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Figura 16: Correlação de índices de reatividade de anticorpos IgM anti-PvCyRPA com 

fatores de exposição/proteção. 

 

 

Combinando os IR’s de anticorpos IgG anti-PvCyRPA e os dados 

epidemiológicos desta mesma população não foram identificadas correlações 

estatisticamente significativas. No entanto, no caso das subclasses de anticorpos 

IgG anti-PvCyRPA, observou-se que anticorpos IgG3 anti-PvCyRPA apresentaram 

correlação direta tanto com o tempo de residência no presente endereço (p=0,0500 

e r=0,3739), como com o número de episódios anteriores de malária (p=0,0381 e 

r=0,3743) (figuras 17a e 17b). Interessantemente, os IR’s de anticorpos IgG1 anti-

PvCyRPA apresentaram tendência de correlação com o número de meses desde a 

última malária (p=0,0673 e r= -0,3573) (figura 17c). 
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Figura 17: Correlação dos índices de reatividade de anticorpos citofílicos anti-

PvCyRPA com fatores de exposição/proteção. 

 

5.5 Predição in silico dos possíveis epítopos de células B e T presentes na 

proteína PvCyRPA 

Para a realização da predição foi utilizada uma combinação dos resultados 

obtidos a partir de diferentes ferramentas de predição. Na identificação de epítopos 

lineares de células B, foram selecionadas sete sequências capazes de ser preditas 

por pelo menos três destas cinco ferramentas. As sequências variaram de 9 a 19 

aminoácidos e a maioria dessas sequências (N=5) se encontra inserida em epítopos 

conformacionais contínuos, com exceção das sequências PvCyRPA B2 e PvCyRPA 

B3 (tabela 1). A partir da predição, as sequências correspondendo aos epítopos de 

células B foram sintetizadas e obtidas comercialmente sob a forma de peptídeos.  
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Ellipro Bcpred BepiPred ABCpred EMINI

INSTWETQTTL B1 58 68 11 X X X X -

YKQRSKREGTI B2 96 106 11 X - X X X

NSVTGTIYQKEDVQIDKE B3 111 128 18 X X X X X

SYEYKTANKDNF B4 158 169 12 X - X - X

RISTNNTAR B5 218 226 9 X X X - -

TLDVTNEGKKEYKFKC B6 234 249 16 X X - - X

TEQNAIVVKPKVQNDDLNG B7 289 307 19 X X - X -

Sequência Nome Início Fim Tamanho
Predição sobreposta

 

 

Tabela 1: Características dos epítopos de células B selecionados e dos algoritmos 

utilizados capazes de prever cada uma das sequências. 

 

Na predição de epítopos de células T CD4, foram selecionadas dez 

sequências na PvCyRPA, sendo todas essas sequências capazes de reconhecer 

pelo menos 60% dos mais comuns HLAs circulantes no mundo (tabela 2). A partir 

do resultado desta predição, os peptídeos foram sintetizados e obtidos 

comercialmente e organizados em pools para a realização dos ensaios de ELISPOT. 

Ao todo foram criados cinco pools, onde cada um desses pools continha quatro das 

sequências identificadas na predição. Os pools do um ao pool quatro foram 

construídos obedecendo a sequência e organização original da proteína, com quatro 

peptídeos cada, e sobreposição de dois peptídeos correspondendo as duas últimas 

sequências do pool anterior, a fim de cobrir toda a extensão da PvCyRPA. Já o pool 

cinco foi construído baseado nas quatro sequências com maior frequência de 

reconhecimento de alelos de HLA (PvCyRPA T1, PvCyRPA T3, PvCyRPA T5 e 

PvCyRPA T9). Foi criado ainda um pool extra, denominado megapool, contendo 

todos os dez peptídeos identificados como demonstrado na tabela 3.   
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Sequência Ínicio Fim

Número de 

alelos de HLA 

ligantes

Mediana 

classificação 

percentil

T1 49 63 20 (74%) 4,2

T2 54 68 17 (63%) 10,7

T3 102 116 20 (74%) 7,1

T4 167 181 18 (67%) 7,5

T5 216 230 20 (74%) 6,5

T6 221 235 18 (67%) 8,1

T7 232 246 17 (63%) 4,6

T8 287 301 18 (67%) 11,5

T9 306 320 21 (78%) 7

T10 340 354 17 (63%) 8,6  

 

Tabela 2: Características dos epítopos de células T selecionados na predição para 

realização de ensaios de ELISPOT. 

 

 

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 Megapool

T1 T3 T5 T7 T1

T2 T4 T6 T8 T3

T3 T5 T7 T9 T5

T4 T6 T8 T10 T9

Todos os peptídeos!

 

 

 

Tabela 3: Organização dos peptídeos correspondentes aos epítopos de células T nos 

pools utilizados nos ensaios de ELISPOT. 

 

  Organizando toda a sequência da proteína PvCyRPA foram destacadas as 

regiões identificadas nas duas predições previamente realizadas e verificou-se uma 

importante sobreposição de epítopos de células B e T ao longo de sua estrutura 

(figura 18).   
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Figura 18: Representação da localização dos epítopos B e T indentificados na proteína 

PvCyRPA. 

5.6 Resposta imune celular de indivíduos naturalmente expostos à infecção 

frente aos peptídeos sintéticos representando epítopos de células T 

Utilizando os peptídeos sintéticos correspondentes as sequências de epítopos 

de células T CD4 preditas foram realizados ensaios de ELISPOT. No grupo dos 

indivíduos infectados (N=30), 15 indivíduos (50%) apresentaram unidades 

formadoras de spots (UFS) para pelo menos um dos pools testados (os resultados 

variaram de 20,5 a 370 UFS). Dos 15 indivíduos capazes de produzir INFγ frente 

aos diferentes peptídeos investigados, 60% (n=9) produziram INFγ quando em 

contato com os peptídeos presentes no pool 2 (mediana de 37.5 spots), em 

comparação com 26,7% (n=4) para o pool 1 (mediana de 28.25 spots), 20% (n=3) 

para o pool 3 (mediana de 48.5 spots), 30% (n=5) para o pool 4 (mediana de 31.5 

spots), 26,7% (n=4) para o pool 5 (mediana de 40.5 spots) e 46,7% (n=7) para o 

megapool (mediana de 34.5 spots). No entanto, não houve diferenças estatísticas 

entre as frequências e os números de UFS encontrados para cada um dos pools 

testados (figura 19a e 19b).  
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Figura 19: Resposta imune celular observada frente aos pools contendo os epítopos T 

preditos. (a) Frequência de respondedores para os diferentes pools contendo 

combinações de epítopos T (b) Quantidades de unidades formadoras de spots (UFS) 

induzidas frente aos diferentes pools testados. A linha tracejada em vermelho indica o 

valor de 20 UFS, indivíduos produtores de UFS superiores a esta marca foram 

considerados produtores de INFγ. 
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6 DISCUSSÃO 

A população utilizada no estudo consistiu em 90 indivíduos naturalmente 

expostos à malária, majoritariamente a malária causada por P. vivax, com mediana 

de 2 episódios anteriores da doença e que residiram ao longo de toda a sua vida em 

área endêmica. Considerando estas amostras, observou-se que 47,5% desta 

população apresenta anticorpos IgM anti-PvCyRPA e que 50% apresenta anticorpos 

IgG anti-PvCyRPA, não havendo diferença estatística entre estas frequências. Até o 

momento, não existe na literatura científica trabalhos que investiguem a resposta 

imune natural desencadeada por PvCyRPA. No entanto, existem poucas pesquisas 

destinadas à P. falciparum que indicaram que a proteína é pouco imunogênica. De 

acordo com estudos desenvolvidos utilizando amostras de pacientes provenientes 

de regiões do Gana com elevada transmissão de malária as frequências de 

anticorpos IgG anti-PfCyRPA variaram de 0 a 11,5% (187, 213), em comparação a 

estes estudos as frequências de anticorpos IgG anti-PvCyRPA obtidas neste 

trabalho foram relativamente superiores.  

Não foram observadas diferenças estatísticas em relação às características 

epidemiológicas da população quando comparados os indivíduos respondedores 

dos não respondedores para anticorpos IgG anti-PvCyrRPA. No entanto, no caso 

dos anticorpos IgM anti-PvCyRPA, os indivíduos respondedores apresentaram um 

número superior de episódios de malária no último ano (NEMUA) assim como um 

número inferior de meses desde a última malária (MDUM). Além disso, os resultados 

indicaram uma correlação direta entre os IR’s de IgM anti-PvCyRPA e NEMUA 

(p=0.0226 e r=0.2457), assim como uma correlação inversa com MDUM (p<0.0001 e 

r=-0.6066), que podem ser importantes levando em consideração o N amostral 

reduzido desse trabalho. Juntos, tais dados sugerem que a presença de anticorpos 

IgM anti-PvCyRPA é um possível indicativo de infecções recentes. Até o momento, 

não existem estudos na literatura científica que investiguem a resposta de anticorpos 

IgM anti-CyRPA no caso de P. vivax ou de P. falciparum. Apesar disso, anticorpos 

IgM já foram destacados em um importante mecanismo de inibição da invasão de 

eritrócitos a partir da ativação e fixação de complemento na superfície de 

merozoítas. Ensaios utilizando CHMI com P. falciparum em indivíduos nunca 

infectados, demonstraram que a indução de anticorpos IgM contra as proteínas de 

merozoítas MSP-2, AMA-1 e EBA175 ocorre entre os dias 14 e 30 após a inoculação 
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dos parasitos. Nesse mesmo trabalho também foi demonstrado que em indivíduos 

provenientes de áreas endêmicas de malária os níveis de IgM induzidos contra 

proteínas de merozoítas permanecem detectáveis até 12 meses após infecções 

causadas por P. falciparum (214). 

Quando os resultados obtidos foram separados de acordo com os grupos 

estudados (infectados, Ex10 e ExN10), verificou-se tanto frequências como IR’s 

superiores de anticorpos IgM anti-PvCyRPA no grupo dos pacientes infectados 

quando comparados aos outros 2 grupos contendo os pacientes expostos. Este 

resultado em combinação com os resultados anteriormente descritos da diferença 

das medianas de NEMUA e MDUM entre respondedores e não respondedores para 

IgM anti-PvCyRPA, reforçam a possibilidade de que IR’s elevados de IgM anti-

PvCyRPA atuem como indicadores tanto de infecções em curso como de infecções 

recentes.  

Após a determinação do perfil das subclasses de anticorpos IgG anti-

PvCyRPA induzido, verificaram-se frequências e IR’s semelhantes entre as 

subclasses de anticorpos IgG1, IgG2 e IgG3. Apesar disso, é interessante destacar 

a elevada frequência de anticorpos IgG1 e IgG3 encontradas (62,2% e 55,6% 

respectivamente), sendo tais anticorpos citofílicos as principais subclasses 

identificadas em um estudo com a PfCyRPA (213) além de serem amplamente 

descritos na literatura científica como protetores para a malária (215-219). Além 

disso, os resultados indicaram uma tendência de correlação entre os IR’s de 

anticorpos IgG3 anti-PvCyRPA com o tempo de residência no presente endereço 

(TRPE) (p=0.0500 e r=0.3739), assim como uma correlação direta com o número de 

episódios anteriores de malária (NEM) (p=0.0381 e r=0.3743). Tais dados estão de 

acordo com o que é amplamente descrito na resposta imune identificada como 

protetora contra a malária, de que é necessária uma exposição contínua ao longo de 

anos e sucessivas infecções a fim de induzir anticorpos protetores (218, 220-222).  

Utilizando diferentes ferramentas de predição combinadas a fim de refinar os 

resultados da predição, foram selecionadas sete sequências de epítopos lineares de 

células B presentes na PvCyRPA e dez sequências correspondentes à epítopos de 

células T CD4. Após a análise da estrutura da proteína e das diferentes regiões 

onde estas sequências estão inseridas, é interessante destacar a sobreposição que 

ocorre de diferentes epítopos de células B e T CD4, especialmente em dois blocos 

da proteína. O primeiro bloco parte do aminoácido 49 ao 181 e o segundo do 

aminoácido 218 ao 320,  demonstrando que a PvCyRPA apresenta regiões capazes 
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de induzir tanto uma resposta imune humoral quanto uma resposta imune celular. 

Tal característica desta proteína é extremamente favorável para a indução de uma 

resposta imunológica complexa (envolvendo tanto a produção de anticorpos como 

ações mediadas por células T CD4), sendo esta uma condição promissora para o 

desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a malária (223-226).  

Por fim, as diferentes sequências de epítopos de células T preditas foram 

organizadas em pools e testadas em ensaios de ELISPOT a fim de quantificar a 

produção de INF-γ no grupo dos indivíduos infectados por P. vivax (N=30). Todos os 

pools testados nos ensaios de ELISPOT foram capazes de induzir a produção de 

INF-γ em diferentes níveis. No entanto, não foram encontradas diferenças 

significativas na quantidade de unidades formadoras de spots (UFS) nos 15 

indivíduos (50%) capazes de produzir INF-γ frente às diferentes combinações de 

epítopos de células T CD4 utilizadas.  Apesar disso, é interessante destacar que nos 

ensaios de ELISPOT, os pools 2, 3 e 5, apresentaram as maiores medianas 

observadas e compartilham entre si uma única sequência em comum que 

corresponde ao epítopo T5, sequência inserida no bloco mais próximo a porção C-

terminal da proteína. Esses resultados sugerem que o bloco dos aminoácidos 218 

ao 320, já destacado como uma região rica em epítopos B e T, no qual o epítopo T5 

está inserido, consiste em uma promissora porção da PvCyRPA para compor uma 

vacina isoladamente ou em combinação com outros antígenos contra P. vivax. 
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7 PERSPECTIVAS 

Como perspectivas, pretendemos durante o doutorado finalizar os ensaios de 

ELISPOT já iniciados nos grupos de indivíduos expostos (Ex10 N=30 e ExN10 

N=30). Além disso, será realizada a investigação dos peptídeos de maneira isolada 

a partir da seleção dos pools mais promissores. Iniciaremos também os ensaios de 

ELISA utilizando os peptídeos sintéticos correspondentes aos epítopos de células B 

em toda população proveniente de área endêmica (N=90). Tais ensaios não 

puderam ser concluídos em função do isolamento social determinado frente à 

pandemia do Covid-19. A partir desses dados poderemos confirmar a antigenicidade 

e imunogenicidade dos epítopos identificados na predição de epítopos de células B 

e T CD4 realizada, assim como as regiões mais promissoras da proteína PvCyRPA. 

Os resultados dos ensaios utilizando a proteína PvCyRPA recombinante e seus 

epítopos de células B e T obtidos no mestrado serão finalizados e utilizados ao 

longo do doutorado na construção de uma vacina híbrida de estágio eritrocítico em 

conjunto com as proteínas PvEBP e PvRipr.  
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8 CONCLUSÕES 

A partir da detecção da produção de anticorpos anti-PvCyRPA (IgM, IgG e 

subclasses) mediante ensaios de ELISA com a proteína recombinante constatou-se 

que a PvCyRPA é naturalmente imunogênica na população de estudo. Os níveis de 

anticorpos IgM produzidos contra esta proteína parecem representar um indicativo 

de infecções recentes nessa população. A proteína PvCyRPA apresenta regiões 

com importante sobreposição de epítopos B e T. Nos ensaios iniciais de ELISPOT, 

todos os peptídeos correspondentes aos epítopos de células T CD4 presentes na 

PvCyRPA foram capazes de induzir a produção de INF-γ. Dentre eles, destaca-se o 

epítopo T5 presente na região C-terminal da proteína. Por fim, os dados obtidos 

neste trabalho correspondem aos primeiros relatos da resposta imune contra a 

PvCyRPA em populações brasileiras e reforçam o potencial desta proteína para 

compor uma vacina contra o P. vivax. 
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10    ANEXOS 

 

Anexo I – Resultados da expressão da proteína recombinante PvCyRPA 
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Anexo II – Resultados de HPLC dos peptídeos sintéticos (WatsonBio) 

HPLC Report 

Structure: EK-15 

Sequence: [H]-ECYLYYTEQNAIVVK-[OH] 
Order ID/Name: 104321-1/Item-1 

Lot No.: WB176872-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 
0.01min 82% 18% 

25min 57% 43% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 9.249 3601 28119 0.2233 

2 9.416 5297 40885 0.3247 

3 9.565 5960 66170 0.5255 

4 10.009 886228 12053730 95.73 

5 10.468 23570 282588 2.244 
6 10.806 10213 120449 0.9565 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-1 

Sequence: [H]-ECYLYYTEQNAIVVK-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: SHAO 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐1 
MW: 1836.1 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176872-‐P190124   
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HPLC Report 
 

Structure: SI-15 

Sequence: [H]-SVFNFIHNDEIIIVI-[OH] 
Order ID/Name: 104321-2/Item-2 

Lot No.: WB176873-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 85% 15% 

25min 60% 40% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 6.958 6937 65083 0.3601 

2 9.479 1120992 17518294 96.91 

3 9.998 24713 357017 1.975 

4 19.007 7973 93024 0.5146 
5 19.246 5018 42641 0.2359 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-2 

Sequence: [H]-SVFNFIHNDEIIIVI-[OH] 

 

Data Acquired: 2/23/2019 
Acquired by: YU 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐2 
MW: 1773.08 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176873-‐P190124   
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HPLC Report 

Structure: DI-15 

Sequence: [H]-DIYFLFRNELYKTCI-[OH] 
Order ID/Name: 104321-3/Item-3 

Lot No.: WB176874-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 72% 28% 

25min 47% 53% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 11.698 3749 62004 0.9837 

2 12.073 7087 87802 1.393 

3 13.178 11299 115894 1.839 
4 14.282 479680 6037962 95.78 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-3 

Sequence: [H]-DIYFLFRNELYKTCI-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: SHAO 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐3 
MW: 1938.29 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176874-‐P190124   
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HPLC Report 

Structure: LF-15 

Sequence: [H]-LQKGVPYFYLRPIIF-[OH] 
Order ID/Name: 104321-4/Item-4 

Lot No.: WB176875-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 72% 28% 

25min 47% 53% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 12.642 5669 159612 0.8337 

2 14.213 741154 18522805 96.75 
3 14.673 36866 462278 2.415 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-4 

Sequence: [H]-LQKGVPYFYLRPIIF-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: SHAO 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐4 
MW: 1854.29 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176875-‐P190124   
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HPLC Report 

Structure: TS-15 

Sequence: [H]-TVKNKKFLLICGILS-[OH] 
Order ID/Name: 104321-5/Item-5 

Lot No.: WB176876-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 75% 25% 

25min 50% 50% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 7.597 5226 43405 1.441 

2 9.028 4593 38071 1.264 

3 9.601 247311 2872115 95.34 
4 21.482 2637 58756 1.951 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-5 

Sequence: [H]-TVKNKKFLLICGILS-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: YU 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐5 
MW: 1677.13 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176876-‐P190124   
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HPLC Report 

Structure: PG-15 

Sequence: [H]-PYFYLRPIIFGDEFG-[OH] 
Order ID/Name: 104321-6/Item-6 

Lot No.: WB176877-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 70% 30% 

25min 45% 55% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 6.518 12471 122451 1.402 

2 8.103 10595 114487 1.311 

3 11.898 4244 49731 0.5694 

4 12.924 4346 89509 1.025 

5 13.103 883811 8322575 95.28 
6 15.457 4902 35866 0.4106 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-6 

Sequence: [H]-PYFYLRPIIFGDEFG-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: SHAO 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐6 
MW: 1834.12 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176877-‐P190124   
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HPLC Report 

Structure: VK-15 

Sequence: [H]-VTKLNGYYITSYVKK-[OH] 
Order ID/Name: 104321-7/Item-7 

Lot No.: WB176878-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 85% 15% 

25min 60% 40% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 13.346 963996 13268206 97.44 

2 13.825 5530 48741 0.358 
3 19.755 34890 29970 2.201 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-7 

Sequence: [H]-VTKLNGYYITSYVKK-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: SHAO 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐7 
MW: 1777.11 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176878-‐P190124   
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HPLC Report 

Structure: DV-15 

Sequence: [H]-DESKALFIYSTGYGV-[OH] 
Order ID/Name: 104321-8/Item-8 

Lot No.: WB176879-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 80% 20% 

25min 55% 45% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 7.951 64440 490241 3.281 

2 8.630 10318 76691 0.5132 

3 10.662 1147772 14217869 95.16 
4 11.176 15994 156839 1.05 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-8 

Sequence: [H]-DESKALFIYSTGYGV-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: SHAO 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐8 
MW: 1649.83 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176879-‐P190124   
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HPLC Report 

Structure: DN-15 

Sequence: [H]-DEFGFYFYSRISTNN-[OH] 
Order ID/Name: 104321-9/Item-9 

Lot No.: WB176880-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 75% 25% 

25min 50% 50% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 11.538 7356 108340 1.234 

2 12.319 11003 196907 2.243 

3 12.659 612535 8386622 95.53 
4 13.120 5146 86790 0.9887 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-9 

Sequence: [H]-DEFGFYFYSRISTNN-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: SHAO 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐9 
MW: 1859.99 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176880-‐P190124   
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HPLC Report 

Structure: FK-15 

Sequence: [H]-FRNELYKTCIQHVIK-[OH] 
Order ID/Name: 104321-10/Item-10 

Lot No.: WB176881-P190124 

Column: 4.6×250 mm, Boston 

Green 0DS-AQ Solvent A: 0.1% 

trifluoroacetic in 100% water 

Solvent B: 0.1% trifluoroacetic in 

100% acetonitrile Gradient:  A B 

0.01min 82% 18% 

25min 57% 43% 

25.1min 0% 100% 

30min STOP Flow rate: 1.0 mL/min Wavelength: 220 nm 

Volume: 10 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peak No. Ret Time Height Area Conc. 

1 16.404 7456 79929 0.3833 

2 16.773 1309441 20612480 98.85 
3 18.054 14457 160640 0.7703 

Total    100.0000 
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Mass Spectrum Report 

Order ID: 104321-10 

Sequence: [H]-FRNELYKTCIQHVIK-[OH] 

 

Data Acquired: 2/15/2019 
Acquired by: SHAO 

Probe: ESI 
Nebulizer Gas Floe: 1.5 L/min 

Probe bias: 4.5 kV 
Detector: 1.5 kV 

Injection Volume: 1 CDL:  -‐20.0  V T.Flow: 0.2 mL/min 

Sample Name: 104321-‐10 
MW: 1892.26 

CDL Temp: 250 ℃ 

Block Temp: 200 ℃ 

B.conc: 50% H2O/50% ACN 

Lot No.: WB176881-‐P190124   
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Anexo III – Publicações no período do mestrado: artigo I 
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Anexo IV – Publicações no período do mestrado: artigo II 
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