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AVALIAÇÃO DO POLIMORFISMO GENÉTICO DAS PROTEÍNAS DE SUPERFICIE DO 

MEROZOÍTO DE LIGAÇÃO AO DUFFY 1 E 2 (MSPDBL-1 E MSPDBL-2) DE Plasmodium 

falciparum E O SEU IMPACTO DOS EPÍTOPOS IMUNODOMINANTES DE CÉLULAS B E T EM 

ÁREAS ENDÊMICAS BRASILEIRAS DE MALÁRIA 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Juliana Aline de Souza Lemos 

 

A malária é uma doença causada por protozoário do gênero Plasmodium. 
Estima-se que ocorram 229 milhões de casos e 409 mil mortes decorrente da malária, 
a maioria causada por Plasmodium falciparum (P. falciparum). A infecção por essa 
espécie é preocupante no Brasil, principalmente após a descrição de isolados com 
susceptibilidade reduzida aos derivados de artemisinina no Suriname e Guiana 
Francesa, alertando para o risco de surgimento e introdução de resistência aos 
antimaláricos no Brasil. Nesse contexto, o desenvolvimento de uma vacina tem sido 
uma das principais estratégias para enfrentar esse problema. Entretanto, até o 
momento nenhuma vacina licenciada atingiu eficácia de 75%, tornando importante a 
busca de novos candidatos vacinais mais eficazes. A Proteína de Superfície do 
Merozoíto de Ligação ao Duffy 1 e 2 (MSPDBL-1 e a MSPDBL-2) são duas proteínas 
que se ligam diretamente a Proteína da Superfície do Merozoíto 1 (MSP-1) na 
superfície do parasito, formando um complexo na superfície do eritrócito através do 
seu Domínio de Ligação ao Duffy  (DBL) facilitando a invasão do P. falciparum no 
eritrócito. Considerando que a extensiva diversidade genética exibida pelo P. 
falciparum é um fator importante para a evasão do parasito ao sistema imune do 
hospedeiro, acreditamos que a presença de polimorfismos nas regiões genéticas que 
codificam as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pode modular as respostas imune 
celular e humoral específicas. Assim, nos propomos a identificar polimorfismos 
genéticos e avaliar o impacto desses polimorfismos nas regiões potencialmente 
antigênicas no DBL e no Antígeno Polimórfico Secretado Associado com Merozoítos 
(SPAM) das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em isolados de P. falciparum que 
circulam em áreas endêmicas de malária da Amazônia Brasileira (Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará) por meio de ferramentas de predição in sílico. Nossos estudos 
mostraram uma maior diversidade genética na região gênica que codifica a MSPDBL-
1 quando comparada a MSPDBL-2, principalmente na região gênica que codifica o 
domínio DBL. Análise de predição in sílico de epítopos B e T imunodominantes, 
considerando a sequência referência 3D7, evidenciaram 15 epítopos de células B e 
14 epítopos de células T que são reconhecidos com frequência de 50 a 82 % dos 
Antígenos do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) e que a presença 
desses polimorfismos parece impactar nos epítopos T e B imunodominantes das 
MSPDBL-1 e MSPDBL-2. Nossos dados ressaltam que avaliar polimorfismos 
genéticos em regiões que codifiquem epítopos imunodominantes é um ponto crucial 
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no desenvolvimento de uma vacina antimalárica pelo potencial de geração de 
mecanismos de escape do parasito ao sistema imune do hospedeiro. 
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EVALUATION OF GENETIC POLYMORPHISM OF PLASMODIUM FALCIPARUM 

MEROZOITE SURFACE PROTEINS DUFFY BINDING-LIKE 1 AND 2 (MSPDBL-1 AND 

MSPDBL-2) AND ITS IMPACT ON B AND T CELLS ON IMMUNODOMINANT EPITOPES 

ON BRAZILIAN MALARIA ENDEMIC AREAS  

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY 

 

Juliana Aline de Souza Lemos 

 

Malaria is a disease caused by a protozoan of the genus Plasmodium. There are an 
estimated 229 million cases and 409,000 deaths from malaria, most of them caused 
by P. falciparum infection. Infection by this species is of concern in Brazil, especially 
after isolates with reduced efficacy to artemisinin derivatives were described in 
Suriname and French Guiana, warning of the risk of emergence and introduction of 
antimalarial drug resistance in Brazil. In this context, the development of a vaccine has 
been one of the main strategies to address this problem. However, so far, no licenced 
vaccine has achieved 75% efficacy, making it important to search for new, more 
effective vaccine candidates. Merozoite Surface Protein Duffy Binding-like -1 and -2 
(MSPDBL-1 and MSPDBL-2) are two proteins that bind directly to MSP-1 on the 

surface of the parasite, forming a complex on the erythrocyte surface through its DBL 
domain facilitating the invasion of P. falciparum into the erythrocyte. Considering that 
the extensive genetic diversity exhibited by P. falciparum is an important factor for the 
parasite's evasion of the host immune system, we believe that the presence of 
polymorphisms in the genetic regions encoding the MSPDBL-1 and MSPDBL-2 
proteins may modulate specific cellular and humoral immune responses. Therefore, 
we propose to identify genetic polymorphisms and to evaluate the impact of these 
polymorphisms on the potentially antigenic regions in the Duffy Binding-like (DBL) and 
Secreted Polymorphic Antigen Associated with Merozoite (SPAM) domains of the 
MSPDBL-1 and MSPDBL-2 proteins in P. falciparum isolates circulating in malaria 
endemic areas of the Brazilian Amazon (Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima and Guajará) 
using in silico prediction tools. Our studies showed a higher genetic diversity in the 
gene region encoding MSPDBL-1 when compared to MSPDBL-2, mainly in the gene 
region encoding the DBL domain. In silico prediction analysis of immunodominant B 
and T epitopes, considering the 3D7 reference sequence, evidenced 15 B cell epitopes 
and 14 T cell epitopes that are recognized at a frequency of 50 to 82 % of the Major 
Histocompatibility Complex Antigens and that the presence of these polymorphisms 
seems to impact the immunodominant T and B epitopes of MSPDBL-1 and MSPDBL-
2. Our data highlight that evaluating genetic polymorphisms in regions encoding 
immunodominant epitopes is a crucial point in the malaria vaccine development 
because of its potential to generate mechanisms of parasite escape from the host 
immune system.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Malária 

A malária é uma doença infecto-parasitária de elevada prevalência e morbidade 

causada por protozoários do gênero Plasmodium (Apicomplexa: Plasmodiidae). 

Existem mais de 250 espécies de Plasmodium que infectam outros animais como 

aves, lagartos, cobras e mamíferos (1), entretanto somente sete espécies parasitam 

naturalmente o homem: Plasmodium falciparum (Welch, 1897), P. vivax (Grassi & 

Feletti, 1890), P. malariae (Laveran, 1881), P. ovale (Stephens, 1922), P. knowlesi 

(White, 2008), P. cynomolgi (Ta et al., 2014) e P. simium (Brasil et al., 2017). A 

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

do gênero Anopheles, no qual o An. darlingi é a principal espécie transmissora no 

Brasil (2–4). Na região extra-amazônica as espécies An. cruzii e An. bellator atuam 

como principais vetores de importância epidemiológica na chamada malária de 

bromélias (5) e An. aquasalis que atua como vetor secundário (6). 

Apesar de avanços no seu controle, a malária apresenta grande impacto na 

saúde pública, possuindo distribuição global, estando presente em 91 países das 

regiões tropicais e subtropicais do mundo, sendo endêmica na África, Ásia, Oceania 

e Américas (figura 1) e pondo em risco cerca de 61 % da população mundial (7). 

No ano de 2019 foram registrados 229 milhões de novos casos de malária e 

409 mil mortes, a maioria dessas em crianças menores de 5 anos de idade (7). As 

mortes por malária são, em sua maioria causadas por P. falciparum (99,7%), a espécie 

mais prevalente e patogênica, comumente associado as formas graves e mortalidade.  

 

 

Figura 1 - Distribuição mundial da malária.  
Fonte: WHO, 2020 
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O continente Africano é o que mais padece sob o peso dessa doença. 

Aproximadamente 94% dos casos e mortes por malária no mundo ocorrem na África, 

seguido do Sudeste Asiático (3%) e da região do Mediterrâneo Oriental. As Américas 

contribuem expressamente com aumento mundial dos números de casos de malária. 

Estratégias de controle da doença, tais como o uso de mosqueteiros impregnados 

com inseticidas, pulverização das paredes internas das residências e terapia 

preventiva intermitente, tem obtido sucesso em mitigar o número de casos e mortes 

nas Américas, entretanto o progresso nessa região tem sido afetado pelo crescente 

número de casos na Venezuela em 2019. Cerca de 139 milhões de pessoas em 18 

países das Américas vivem expostas ao risco de contrair malária e três países 

contabilizam aproximadamente 90% de todos os casos reportados na América: 

Colômbia, Brasil e Venezuela. Em 2019, o Brasil contribuiu com cerca de 22% dos 

casos de malária registrados nas Américas (7).  

Das sete espécies de Plasmodium que infectam naturalmente o homem, o P. 

falciparum e  o P. vivax são as mais predominantes ao redor do mundo (figura 2). A 

malária por P. falciparum é mais prevalente em regiões da Ásia e no continente 

Africano, mais precisamente na região da África Subsaariana onde é responsável por 

98% dos casos totais (8,9). O P. vivax apresenta distribuição geográfica mais ampla 

sendo mais prevalente nas regiões temperadas, tropicais e subtropicais, áreas onde 

a doença é endêmica, como por exemplo, Ásia, Oceania, América Central e América 

do Sul. A disposição geográfica dos parasitos pode variar muito, existindo regiões em 

que há apenas uma espécie de Plasmodium enquanto em outras regiões há a 

coexistência de mais espécies. Normalmente é observado uma sobreposição na 

distribuição geográfica de P. vivax e P. falciparum, com exceção dos países da África 

Subsaariana (9–11). 
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Figura 2 - Distribuição geográfica do P. falciparum e P. vivax em 2017. 
(A) Incidência do P. falciparum no globo em 2017 com prevalência na África Subsaariana, 
partes da Américas e Ásia. (B) Incidência do P. vivax no globo, mais prevalente nas Américas, 
Ásia e partes da África Subsaariana. 
Fonte: Price et al. 2020 (12)  

 

 

1.2 Malária no Brasil  

 

No Brasil, mais de 99%  dos casos de malária notificados procedem da 

Amazônia Legal, área brasileira endêmica para a doença pertencente à bacia 

Amazônica, composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato 

Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins (13). Na região extra-amazônica, 80% 

dos casos registrados de malária foram importados de estados amazônicos 

endêmicos  ou de outros países em que ocorre a transmissão, porém são observados 

casos autóctones nessa região, principalmente em áreas de Mata Atlântica (São 

Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espírito Santo) (13). No ano de 2019, foram 

notificados 157.454 casos de malária no Brasil, sendo 89,3% (141.127) dos casos 

autóctones de malária por P. vivax e 10,7% (16.327) dos casos por P. falciparum e 

malária mista (13). As mortes por malária têm diminuído consideravelmente desde 

2005. Em 2019 foram registrados 37 óbitos, sendo 26 destes na região Amazônica e 

11 na região extra-amazônica. A letalidade da malária na Amazônia é relativamente 



4 

baixa quando comparada a região extra-amazônica. Isso se deve ao fato dessa 

doença ser incomum em áreas que não são endêmicas e a demora da suspeição e 

tratamento adequado levando ao agravamento do quadro geral e consequentemente 

a morte do paciente (13).  

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

heterogêneo no Brasil. Esse risco é medido pelo Índice Parasitário Anual em que os 

municípios são categorizados em alto risco (IPA ≥ 50 casos/1.000 habitantes), médio 

risco (IPA entre 10 e 50 casos/ 1.000 habitantes), baixo risco (IPA entre 1 de 10 casos/ 

1.000 habitantes) e muito baixo risco (IPA < 1 caso/1.000 habitantes). Na região 

amazônica, 36 municípios localizados em 6 dos 9 estados da Amazônia Legal (AC, 

AM, AP, PA, RO e RR)  foram classificados como de alto risco no ano de 2019 (figura 

3). Além da heterogeneidade, a sazonalidade da malária é diferente em cada estado 

da Amazônia e está relacionada com outros fatores que influenciam a proliferação de 

mosquitos como precipitação, temperatura, umidade e nível da água, propiciando 

picos sazonais de transmissão da malária no período de transição entre as estações 

úmida e seca. Dessa forma é comum observar surtos epidêmicos de acordo com as 

variações climáticas e socioambientais (13,14). 

Apesar de o P. falciparum, principal causador dos casos graves e óbitos, ser 

proporcionalmente responsável por um número menor de casos (12%), a infecção por 

esta espécie é preocupante no Brasil, principalmente após a descrição de isolados 

com susceptibilidade reduzida a artemisinina (ACT) no Suriname e Guiana Francesa 

(15), alertando para o risco do surgimento e introdução de resistência no Brasil. 

 

 

Figura 3 - Mapa de risco de malária por município de infecção.  
Fonte: Ministério da Saúde, 2021. 
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1.3 Ciclo biológico do Plasmodium spp. 

 

O ciclo biológico do plasmódio envolve dois hospedeiros (figura 4): um 

vertebrado onde ocorre reprodução assexuada que se divide em uma fase pré-

eritrocítica e uma fase eritrocítica; e outro invertebrado onde ocorre a reprodução 

sexuada. O ciclo pode variar entre as espécies de parasitos e hospedeiros, porém 

mantém pontos semelhantes entre eles (16). 

 

1.3.1 Ciclo no homem 

 

A infecção malárica no homem se inicia quando fêmeas do mosquito Anopheles 

sp. infectadas com Plasmodium sp. inoculam os esporozoítos que estão localizados 

nas glândulas salivares durante o seu repasto sanguíneo (17). Uma vez injetados na 

derme, os esporozoítos podem permanecer viáveis na pele do hospedeiro por várias 

horas (18) até ativamente migrarem para vasos sanguíneos e vasos linfáticos (19). Os 

esporozoítos que seguem para os vasos linfáticos são transportados passivamente 

pela linfa até atingir os linfonodos onde podem se desenvolver em formas 

exoeritrocíticas, porém a grande maioria é degradado por células fagocíticas (18,20). 

Apenas os parasitos que atingem a corrente sanguínea são capazes de dar 

continuidade ao ciclo biológico, enquanto o restante parece servir como uma fonte de 

antígenos para o sistema imune adaptativo (21,22). Ao chegarem no fígado, as 

moléculas de adesão do parasito interagem com moléculas sulfatadas na superfície 

do hepatócito, permitindo a sua entrada na célula e resultando na formação de um 

vacúolo parasitóforo que circunda o esporozoíto, formado pela invaginação da 

membrana plasmática da célula hospedeira (20,23). Um outro mecanismo de invasão 

dos esporozoítos é através da penetração dos hepatócitos através da sua capacidade 

de romperem a membrana da célula hospedeira e transpassarem diversos hepatócitos 

até chegarem definitivamente nos que servirão como célula hospedeira. Nesse 

momento, há a formação do vacúolo parasitóforo iniciando um processo de maturação 

e reprodução assexuada, dando origem a esquizontes hepáticos repletos de 

merozoítos (23–25). As células hepáticas são rompidas liberando milhares de 

merozoítos em vesículas chamadas de merossomos na corrente sanguínea que serão 

prontamente capazes de infectar os eritrócitos. Esse evento marca o fim da fase pré-

eritrocítica (estágio hepático) do ciclo de vida do Plasmodium sp. Durante essa fase 
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do ciclo, a infecção é assintomática (26,27). No ciclo pré eritrocítico de algumas 

espécies como P. vivax e P. ovale, alguns esporozoítos não seguem para a corrente 

sanguínea e se desenvolvem em formas latentes dentro do hepatócito. Essas formas 

denominadas de hipnozoítos, são as responsáveis pela recidiva da malária (28).  

Após a liberação dos merossomos na corrente sanguínea para a invasão dos 

eritrócitos, dá-se o início da fase eritrocítica. É nesse momento do ciclo que a 

sintomatologia característica da malária ocorre (29). A penetração do merozoíto no 

eritrócito é dependente de uma série de interações ligante-específicas e ocorre em 

diversas etapas. A invasão depende do reconhecimento e ligação inicial que envolve 

proteínas como MSPs (Proteína de Superfície do Merozoíto), EBA (Antígeno de 

Ligação ao Eritrócito) e PfRh (Proteínas Homólogas de Reticulócitos de P.falciparum). 

Após o reconhecimento, ocorre a reorientação apical do merozoíto em direção a 

membrana do eritrócito, seguida da formação da junção da membrana das duas 

células. Posteriormente, ocorre a invaginação da membrana do eritrócito, isolando o 

merozoíto em um vacúolo parasitóforo dentro do eritrócito (30). Uma vez no vacúolo 

parasitóforo, os merozoítos se diferenciam em trofozoíto jovem, trofozoíto maduro e 

esquizontes sanguíneos, que irá resultar na ruptura da membrana do eritrócito e 

liberação dos merozoítos que irão parasitar outros eritrócitos (26,29,31). O ciclo 

eritrocítico se repete periodicamente de 48 a 72 horas, dependendo da espécie 

plasmodial infectante, quando ocorre a ruptura dos eritrócitos os sintomas clínicos 

como febre, dor de cabeça, calafrios e mal-estar se fazem presentes (31).  

Em cada ciclo de replicação uma pequena porção de  merozoítos, ao invadirem 

o eritrócito, se diferenciam em formas eritrocíticas sexuadas chamados de 

gametócitos femininos (macrogametas) e gametócitos masculinos (microgametas), 

que, ao serem ingeridas pelo mosquito anofelino durante o repasto sanguíneo, darão 

início a fase sexuada ou esporogônica (32). 

1.3.2 Ciclo no mosquito 

Ao realizar o repasto sanguíneo, mosquitos do gênero Anopheles ingerem os 

gametócitos femininos e masculinos junto com os eritrócitos, além de outras formas 

do parasito. No intestino do mosquito, os eritrócitos se rompem e liberam os 

gametócitos no lúmen do intestino. A gametogênese é induzida pela redução da 

temperatura, aumento do pH e exposição ao ácido xanturênico.  A fertilização ocorre 

com a fusão do macrogameta e microgameta resultando na formação do zigoto. O 

zigoto se desenvolve em um oocineto maduro móvel, que é capaz de atravessar o 
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epitélio intestinal do mosquito e alojar-se na membrana basal, onde perde a motilidade 

e secreta substâncias que o diferencia em oocisto (33,34). No interior do oocisto 

ocorre a diferenciação por esporogonia gerando milhares de esporozoítos no seu 

interior.  Uma vez que o oocisto contém esporozoítos maduros  e móveis, a sua parede 

é rompida pelo esporozoítos que são liberados na hemolinfa, que infectam as 

glândulas salivares do mosquito. A fêmea do Anopheles sp. ao realizar o repasto 

sanguíneo, irá inocular os esporozoítos  no hospedeiro vertebrado, dando 

continuidade ao ciclo (33,34). 

 

Figura 4  - Ciclo evolutivo do Plasmodium spp. 

A infecção no homem se inicia quando as fêmeas do mosquito Anopheles inoculam os 
esporozoítos ao fazer o repasto sanguíneo. Os esporozoítos migram para o fígado pela 
corrente sanguínea. 2) Ao chegar no fígado, os esporozoítos invadem os hepatócitos e se 
multiplicam por esquizogonia, dando origem aos esquizontes hepáticos, as células hepáticas 
se rompem liberando os merossomos. 3) Os merossomos se rompem na corrente sanguínea, 
liberando os merozoítos, que invadem os eritrócitos e se multiplicam por esquizogonia, dando 
origem a esquizontes sanguíneos repletos de merozoítos. Os eritrócitos se rompem liberando 
os merozoítos na corrente sanguínea, que invadirão novos eritrócitos. 4) Alguns merozoítos 
ao invadirem os eritrócitos, se diferenciam em gametócitos, que são ingeridos pelos 
Anopheles sp. durante o repasto sanguíneo, dando início ao ciclo esporogônico. 5) No 
intestino do mosquito, macrogameta e microgameta se encontram, ocorrendo a fertilização, 
resultando na formação de um zigoto, que se desenvolve em um oocineto móvel. O oocineto 
migra através do epitélio do intestino do mosquito e se deposita sobre a membrana basal, 
onde se diferencia em oocisto. O oocisto se multiplica por esporogonia, gerando milhares de 
esporozoítas que, ao final da maturação, são liberados na homolece do mosquito e migram 
para as glândulas salivares. Ao realizar o respasto sanguíneo, os esporozoítos serão 
inoculados no hospedeiro vertebrado, dando continuidade ao ciclo. Fonte: Adaptado de 
Garcia-Basteiro et al., 2012 
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1.4 Dificuldades na busca da vacina antimalárica para  P. falciparum 

Apesar dos avanços no seu controle, fatores como a resistência dos parasitos 

aos antimaláricos, a dificultar de fazer um diagnóstico rápido e a resistência do inseto 

vetor aos inseticidas dificultam o controle da doença. Dessa forma a busca por uma 

vacina antimalárica se torna a estratégia mais viável para substancialmente reduzir a 

morbidade e mortalidade dessa doença e caminhar para possível eliminação da 

malária no mundo. 

A vacinação é a ferramenta mais eficaz e que apresenta melhor custo-benefício 

em promover a saúde pública e individual. Depois do fornecimento de água limpa e 

saneamento básico para a população, a vacinação em massa contra diversas 

doenças infecciosas foi o fator que mais contribuiu para a saúde pública global 

comparada a outros tipos de intervenção (35,36). Um exemplo claro é a erradicação 

da varíola em 1980 após o estabelecimento de programa global de vacinação nas 

áreas endêmicas da doença (37) e a  implementação da vacina meningocócica na 

África Subsaariana como um  ponto chave em conter as epidemias que ceifavam vidas 

no chamado cinturão da meningite (38). A busca por uma vacina que seja segura, 

efetiva e acessível contra a malária causaria grande impacto no controle da doença, 

pois ao contrário dos métodos já utilizados como diagnóstico e tratamento oportunos, 

esse método seria preventivo, assim como a utilização de mosqueteiros impregnados 

de inseticidas e vaporização residual com inseticidas. 

A dificuldade para o desenvolvimento de uma vacina antimalárica reside na 

complexidade do parasito, seu ciclo evolutivo, na limitada compreensão das 

interações parasito-hospedeiro e no alto nível de diversidade genética nas populações 

do Plasmodium sp. (35,39). Durante seu ciclo evolutivo, os plasmódios passam por 

diferentes estágios de desenvolvimento, expressando uma variedade de antígenos 

característicos de cada fase, capazes de induzir respostas imunes distintas (40). Essa 

complexidade gera um aumento nos antígenos candidatos a compor uma vacina 

antimalárica capaz de induzir uma resposta imune protetora. A recombinação 

homóloga que ocorre na gametogênese também pode ocasionar no aumento 

significativo de variabilidade genética da progênie facilitando a evasão do parasito do 

sistema imunológico do hospedeiro (35,41). 

Apesar do caminho para o desenvolvimento de uma  vacina antimalárica ser 

tortuoso e desafiador, a convicção de que a formulação de uma vacina eficaz é viável 

deve-se ao fato de que a imunidade naturalmente adquirida contra a malária é capaz 
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de proteger contra a doença nas formas leve, moderada e severa (42). A maior 

evidência direta que anticorpos são importantes mediadores da imunidade vem de 

estudos de transferência passiva em que anticorpos de adulto imunes à malária foram 

usados com sucesso para tratar pacientes com malária (43,44). A possibilidade de 

vacinação contra a malária surgiu originalmente do sucesso de estudos realizados 

com esporozoítos atenuados por irradiação que permaneceram com a capacidade de 

invadir hepatócitos, porém não eram mais aptos a maturação e não desenvolviam 

merozoítos. O desafio com os esporozoítos irradiados levou a exposição de antígenos 

do estágio pré-eritrocítico capazes de induzir imunidade pré-eritrocítica (45–47). Outro 

fator que evidencia a  possibilidade do desenvolvimento de uma vacina antimalárica é 

o fato de que mesmo sem gerar imunidade estéril e duradoura (48), indivíduos 

moradores de áreas endêmicas apresentam imunidade clínica naturalmente adquirida 

e passageira após sucessivas e múltiplas infecções por Plasmodium spp. (49,50).  

Considerando o complexo ciclo de vida do parasito, existem 3 estágios-alvo 

para um possível candidato vacinal: estágio pré-eritrocítico, estágio eritrocítico 

assexuado e estágio eritrocítico sexuado (51). É no primeiro alvo, o estágio pré-

eritrocítico, que os esporozoítos migram pela corrente sanguínea até infectar e se 

multiplicar nos hepatócitos. O propósito do desenvolvimento de uma vacina com esse 

alvo é impedir a entrada e o desenvolvimento do parasito no hepatócito e assim limitar 

a invasão do eritrócito através de uma resposta de anticorpos que impediria a incursão 

na célula ou de células T que destruiriam os hepatócitos infectados (39,52). Um 

exemplo de vacina com essa abordagem é a RTS,S, a única vacina que alcançou 

ensaios clínicos de fase III. Essa vacina tem como alvo a proteína pré-eritrocítica 

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

eritrocítico (53). A RTS,S demonstrou uma eficácia entre 32% e 57% em adultos de 

áreas endêmicas e não endêmicas de malária (54–57). Entretanto, essa proteção foi 

de curta duração. Em grupos de crianças de 5 a 17 meses, foi observada uma 

proteção de até 45% em 20 meses, decaindo para 28% em 4 anos em comparação 

as crianças não imunizadas (58–60). Apesar da queda da eficácia ao longo do tempo, 

essa vacina ainda demonstra um claro benefício. Contudo, a Organização Mundial de 

Saúde preconiza uma eficácia de aproximadamente 75%, tornando importante a 

busca de novos candidatos vacinais mais eficazes. 

Recentemente, um novo candidato vacinal vem se mostrando como a grande 

promessa na luta contra malária. A R21/MM é um candidato vacinal pré-eritrocítico 

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

registrar eficácia de 77% na população-alvo de crianças africanas ao longo de 12 

meses de acompanhamento (61). Atualmente, a fase II dos ensaios clínicos está em 

andamento afim de acompanhar a segunda temporada de malária após a dose de 

reforço ter sido aplicada. Essa etapa é crucial e permitirá a determinação da 

durabilidade da eficácia dessa vacina. A fase III do ensaio clínico já está planejada e 

será realizada em 5 países africanos que apresentam diferentes níveis de 

transmissão. Esse projeto está caminhando com o objetivo de licenciar uma vacina 

segura, de baixo custo e com alta eficácia (61) 

O segundo alvo para candidatos vacinais é o estágio eritrocítico. Essa etapa 

do ciclo de vida começa com a ruptura dos hepatócitos e consequente liberação dos 

merozoítos na corrente sanguínea sendo a única etapa do ciclo responsável pelos 

sintomas da malária (39). O ponto chave da imunidade do estágio eritrocítico são os 

anticorpos que tem como alvo as formas sanguíneas do parasito, e como um certo 

nível de imunidade é adquirido após sucessivas infecções em área endêmicas (62), 

pode ser possível imitar e acelerar esse processo de imunidade naturalmente 

adquirida através de vacinas contendo proteínas presentes na superfície do merozoíto  

e envolvidas no processo de invasão ao eritrócito. Espera-se que uma vacina baseada 

em candidatos eritrocíticos seja capaz de eliminar ou significantemente reduzir a carga 

parasitária tendo impacto direto na morbidade e mortalidade da malária em áreas 

endêmicas através da indução de anticorpos que bloqueariam a ligação dos eritrócitos 

a células endoteliais, promovendo a opsonização e destruição de merozoítos e 

eritrócitos infectados por células fagocíticas  (39,51,52). 

Como exemplo de antígenos expressos na superfície do merozoíto que são 

utilizados como candidatos vacinais podemos citar o Antígeno de Ligação ao Eritrócito 

(EBA), Proteínas de Superfície do Merozoito 1, 2, 3, 4 e 5 (MSP), Proteína Rica em 

Serina (SERA), Antígeno de Superfície da Hemácia Fase de Anel (RESA), Proteína 

Rica em Glutamato (GLURP), Antígeno da Membrana Apical (AMA) -1, entre outros 

(35). Contudo, nenhum antígeno do estágio eritrocítico apresentou resultados 

satisfatórios em estudos de fase dois realizados em áreas endêmicas de malária. Dos 

antígenos citados acima, a formulação utilizando o antígeno AMA-1 demonstrou 

eficácia relevante em infecções clínicas da malária, e uma formulação que inclua três 

variantes de AMA-1 demonstrou alta imunogenicidade com a durabilidade de 2 anos 

em adultos expostos a malária (63,64) 
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Outra abordagem considerada como candidata é a vacina contra toxinas, as 

denominadas vacinas anti-doenças, visto que não agem sobre o desenvolvimento do 

parasito, somente nas manifestações clínicas. Uma vacina capaz de bloquear as 

toxinas liberadas pelos parasitos poderia minimizar ou até mesmo evitar os sintomas 

da malária, e consequentemente, os casos mais graves da doença. No entanto, esse 

tipo de vacina deve ser utilizado numa estratégia conjunta com uma vacina 

antiparasitária, pois o aumento da parasitemia, mesmo na ausência dos sintomas 

clínicos podem levar consequências graves ao indivíduo que contraia a infecção (65). 

As vacinas bloqueadoras de transmissão têm como alvo as formas sexuais ou 

gametócitos. Essa modalidade tem como objetivo a interrupção da transmissão 

parasitária entre humanos e o inseto vetor através da indução de anticorpos contra 

antígenos presentes nos estágios sexuais do parasito (66). Os anticorpos seriam 

ingeridos pelo mosquito no momento do repasto sanguíneo e impediriam o 

desenvolvimento parasitário dentro do intestino da fêmea do Anopheles sp. 

prevenindo a fertilização e levando a falha na produção de esporozoítos culminando 

na redução do  potencial de transmissão do mosquito para o próximo hospedeiro 

humano. Esse tipo vacina também é chamado de “vacina altruísta” ou “vacina 

solidária” pois não confere proteção diretamente para o indivíduo vacinado, mas sim 

na população receptora, no entanto a vacina precisaria ser aplicada em toda 

população para efetivamente bloquear a transmissão (52,67). Os candidatos vacinais 

para vacina bloqueadoras de transmissão incluem as proteínas pfs48/45, pfs230, 

pfs25 e psf28 (35). 
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Figura 5 - Estágios-alvo para candidatos vacinais.  
Fonte: Adaptado de Laurens, 2018 

 

A complexidade de desenvolver uma vacina antimalárica reside na dificuldade 

de encontrar um candidato vacinal ou a combinação de antígenos candidatos vacinais  

de vários estágios no ciclo que irão induzir uma resposta imune robusta e duradoura. 

A maioria dos antígenos candidatos estudados apesar de ser muito imunogênicos 

também é altamente polimórfico, bem como o que é altamente conservado tendem a 

ser menos imunogênicos ou a não induzir uma alta titulação de anticorpos (31,51). 

Felizmente nos últimos anos houve progresso significativo em identificar e caracterizar 

novos antígenos potencialmente candidatos a compor uma vacina antimalárica 

presentes em diversos estágios do ciclo de vida do parasito importantes no seu 

desenvolvimento e sobrevivência (tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

Tabela 1 - Principais antígenos plasmodiais candidatos a vacina antimalárica. 
 

ALVOS ANTÍGENOS CANDIDATOS 

 

Esporozoíto 

Proteína Circumesporozoíta (CSP) 

Proteína adesiva relacionada com a trombospondina (TRAP) 

Antígeno de esporozoíto e do estágio hepático (SALSA) 

Proteína de esporozoíto rica em treonina e asparagina (STARP) 

Proteína de travessia celular de oocinetos e esporozoítos (CelTOS) 

 

Estágio pré-

eritrocítico 

CSP 

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

SALSA 

STARP 

 

 

 

Merozoíto 

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

Antígeno 175 de ligação à hemácia (EBA) -175 

Antígeno da membrana apical (AMA) -1 

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

Antígeno de repetição acidobásico (ABRA) 

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

 

 

Estágio 

eritrocítico 

Antígeno de superfície da hemácia fase de anel (RESA) 

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

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

Proteína rica em glutamato (GLURP) 

Toxinas Glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

Estágio 

sexuado 

Ps25, Ps28, Ps48/45, Ps230 

Fonte: Baptista, 2017 (68)  
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1.5 Proteínas da Superfície de Merozoítas (MSPs) 

Uma das habilidades mais importantes do Plasmodium sp. é a sua capacidade 

de reconhecer e penetrar nos eritrócitos. O contato inicial entre o merozoíto e o 

eritrócito é um passo crucial pois o parasito deve distinguir entre os eritrócitos 

competentes para invasão e outros tipos de célula (69). Nesse contexto, alguns 

antígenos localizados na superfície do parasito tem sido caracterizados (68) levando 

a uma melhor compreensão do seu ciclo de vida e consequentemente culminando na 

identificação de possíveis alvos que possam ser explorados numa vacina antimalárica 

(70). 

 Os merozoítos, estágio extracelular do ciclo evolutivo do P. falciparum 

representam um importante alvo vacinal porque estão expostos ao sistema imune do 

hospedeiro antes da invasão no eritrócito e anticorpos contra vários antígenos de 

merozoítos estão associados com a imunidade protetora em humanos (70,71). A 

superfície do merozoíto é constituída principalmente por proteínas ancoradas por 

glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo a Proteína de Superfície do Merozoíto (MSP) -1 a 

mais abundante (72).  

A MSP-1 é sintetizada no esquizonte intracelular como um precursor de 

aproximadamente 195 kDa. Ao final da esquizogonia, essa proteína passa por uma 

série de clivagens proteolíticas dando origem a polipeptídios de tamanhos variados. 

Alguns desses polipeptídios se associam a outras proteínas da superfície do 

merozoíto (MSP-7 e MSP-6) e formam um complexo não covalente que é transportado 

para a superfície (73).  

Esse complexo consiste em 4 polipeptídios de MSP-1 clivados, que são 

nomeados de acordo com o seu peso molecular: um fragmento de 83 kDa (MSP-183), 

dois fragmentos de 30 e 38 kDa (MSP-130 e MSP-138) e um fragmento de 48 kDa 

(MSP-148). Após a liberação dos merozoítos na corrente sanguínea, ocorre um 

segundo processamento, no qual o polipeptídio de 48 kDa é clivado por uma segunda 

protease e resulta em dois fragmentos menores, um de 33 kDa (MSP-133) e outro de 

19 kDa (MSP-119) (72). O fragmento MSP-133 é liberado na corrente sanguínea ao 

passo que o fragmento C- terminal MSP-119 é ancorado na membrana do merozoíto 

via GPI (74). 

O papel da MSP-1 e das outras MSPs na invasão e crescimento do parasito no 

eritrócito ainda não foi bem esclarecido, entretanto acredita-se que ela apresenta 

papel na invasão do eritrócito, uma vez que o receptor do fragmento C-terminal MSP-
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119 é a Banda 3, uma proteína abundantemente presente na membrana do eritrócito 

(75). Soma-se o fato de que o fragmento N-terminal da MSP-183 interage com a 

glicoforina A (GPA) em populações africanas e endêmicas no geral e com a glicoforina 

B (GPB) em populações amazônicas brasileiras  (76,77), que também são abundante 

na superfície do eritrócito, sugerindo um modelo de invasão em que as múltiplas 

subunidades da MSP-1 se ligam ao complexo GPA – banda 3 na superfície da célula 

no momento inicial da invasão (78). 

Adicionalmente, outras MSPs não apresentam ancoramento por GPI ou 

domínio transmembrana, provavelmente se associando extrinsecamente pela ligação 

direta com proteínas na superfície do parasito (Figura 6). Entre as proteínas que não 

possuem ancoramento  por GPI ou domínio transmembrana estão membros da família 

MSP-3 (69). 

A Proteína da Superfície do Merozoíto 3 (MSP-3) é uma proteína expressa 

principalmente no estágio esquizonte do parasito como um precursor de 

aproximadamente 62 kDa e então subsequentemente processada em uma proteína 

madura de 44-48 kDa por meio da remoção da sua região N-terminal via vacúolo 

parasitóforo. Alguns dos fragmentos processados parecem se associar com a 

superfície do merozoíto contudo a maioria é liberada no sobrenadante da cultura no 

momento da ruptura do esquizonte (79).   

Os membros da família MSP-3 são caracterizados por um domínio SPAM  

(Antígeno Polimórfico Secretado Associado com Merozoítos) na sua região C-terminal 

conservado entre os membros da família e em isolados de campo, resultando na 

indução de anticorpos com reatividade cruzada (80). Dois membros caracterizados na 

família da MSP-3 possuem uma particularidade que as diferenciam do resto das 

proteínas dessa família. Além do domínio C-terminal SPAM, elas também possuem 

uma região rica em cisteína denominada domínio DBL (Domínio de Ligação ao Duffy). 

Ligantes para a invasão do parasito nos eritrócitos, como a Proteína de Ligação ao 

Duffy de P. vivax e o Antígeno de Ligação ao Eritrócito-175 (EBA-175), EBA-140 e 

EBA-181 de P. falciparum, contém o domínio DBL que se ligam aos receptores na 

superfície dos eritrócitos e medeiam a invasão do merozoíto (81–83). Estudos 

mostraram que as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 se ligam diretamente à MSP-1 na 

superfície do P. falciparum, formando um complexo que interage com um receptor 

ainda não identificado na superfície do eritrócito através de seu domínio DBL, 

facilitando a invasão do P. falciparum no eritrócito (72,84–87). 
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Figura 6 - Representação esquemática das proteínas envolvidas no processo de invasão do 
merozoíto no eritrócito. 

Fonte: Adaptado de Baldwin, 2015 

 

1.6 Proteína de Superfície do Merozoíta de ligação ao Duffy 1 e 2 (MSPDBL-1  e 

MSPDBL-2) 

 

As MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são proteínas exportadas no estágio de 

esquizonte, semelhante a outras proteínas do P. falciparum que estão envolvidas no 

processo de invasão do merozoíto (84). O seu gene está localizado no cromossomo 

10 próximo de genes que codificam outras MSPs, como a MSP-3, MSP-6 e a GLURP. 

Estudos funcionais têm mostrado que as MSPDBL-1 e -2 têm atividade de ligação ao 

eritrócito quando expressa em células COS (Células CV-1 (símio) transformadas por 

mutante defeituoso de Origem de SV40) e que MSPDBL-2 está associada com a 

resistência ao antimalárico halofantrina (88).  Essas proteínas contêm um domínio 

único central DBL e um domínio SPAM na região C- terminal, no entanto não possuem 

domínio transmembrana ou ancoramento por GPI (figura 7) (84,85).  

Análises de população genômica revelaram um grande número de 

polimorfismos em ambos os genes, principalmente nos domínios DBL, consistente 

com o fato desses genes estarem sob forte seleção balanceadora, tipo de seleção que 

mantém diferentes alelos dentro de uma população, um indicativo de que essas 
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proteínas estejam sofrendo intensa pressão imunológica, concordante com a sua 

presença na superfície do merozoíto (89).  A seleção balanceadora age quando há 

pressão seletiva em um determinado loci, operando de forma que o valor adaptativo 

de um alelo seja inversamente proporcional a sua frequência, resultando na 

manutenção de alelos polimórficos na população, assim como a maior persistência da 

diversidade alélica em relação a variação neutra (90). As MSPDBL-1 e MSPDBL-2, 

por serem proteínas da superfície do merozoíto, estão mais expostas ao sistema 

imune do hospedeiro, logo, a seleção balanceadora atuaria mantendo a diversidade 

genética vantajosa e assim facilitando a evasão do parasito do sistema imunológico 

do hospedeiro. 

O domínio SPAM é caracterizado por ter uma região C-terminal rica em ácido 

glutâmico seguido de uma região com sequência de leucina zíper-like (LLZ). Os 

motivos LLZ são motivos comumente encontrados em proteína de ligação ao DNA, o 

zíper de leucina é uma hélice anfipática contento repetições de resíduos de leucina e 

funciona como um módulo de dimerização e são importantes para interações proteína-

proteína, visto que levam a oligomerização destas (91). O motivo LLZ é fundamental 

para a oligomerização das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2, visto que quando há 

truncamento da região LLZ nessas proteínas, não há interação entre elas e a MSP1. 

A deleção do motivo LLZ do domínio SPAM é suficiente para prevenir a ligação desse 

fragmento ao eritrócito (72). Em todos os membros da família MSP-3 e nas MSPDBLs 

também é possível observar o motivo conservado NLR(K/N)(A/G/N) perto da região 

N-terminal, no entanto, a significância desse motivo ainda não foi elucidada (84). As 

MSPDBL-1 e a MSPDBL-2 possuem o domínio SPAM muito semelhante a MSP-6 e, 

por essa região C-terminal ser altamente conservada entre os membros da família, 

ela pode ser uma opção para induzir resposta imune de reatividade cruzada, que 

podem ter como alvo vários membros da família MSP-3 (72).  

O domínio DBL dessas proteínas é altamente polimórfico, sugerindo que essas 

proteínas estão sobre grande pressão seletiva provavelmente do sistema imune do 

hospedeiro, visto que são proteínas de superfície (89,92,93). Apesar dos 

polimorfismos, o domínio DBL das MSPDBLs, que contêm oito cisteínas e uma 

sequência de motivo “WWXXXXXXXW”, apresenta estrutura geral semelhante ao 

domínio DBL dos membros da família EBL e EBA, como por exemplo a EBA-175. Ao 

alinhar a sequência de aminoácidos dos domínios DBL de proteínas membros da 

família EBL e da MSPDBL é possível perceber que seis das cisteínas são conservadas 

com as do gene Var e o domínio F2 de proteínas da família EBA (84).  
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Algumas das proteínas que possuem o domínio DBL, como a EBA- 175, EBA-

140 e EBA-181 se localizam nos micronemas, que fazem parte do complexo de 

organelas secretórias da porção apical do parasito. Essas proteínas se ligam ao 

eritrócito do hospedeiro de uma maneira ácido siálico-dependente e estão 

intrinsecamente envolvidas no processo de invasão do eritrócito (69). No entanto a 

MSDBL-1 não foi encontrada na porção apical do merozoíto, sugerindo que ela não 

está presente no micronema como as proteínas supracitadas. Aparentemente, a 

MSPDBL se encontra associada exclusivamente na superfície do merozoíto, assim 

como outras proteínas que contém o domínio SPAM. Outras MSPs como a MSP-1, -

2, -4 e -5 se ligam à membrana plasmática através do seus domínios transmembrana 

ou ancoras GPI, porém a MSPDBL não apresenta quaisquer dessas características, 

sendo então identificadas como proteínas periféricas, ou seja elas permanecem na 

superfície do merozoítos através de interações com outras proteínas integrais de 

membranas (84). 

Pesquisas têm mostrado que as proteínas de ligação ao eritrócito MSPDBL-1 

e MSPDBL-2 estão associadas com a MSP-1 na superfície do parasito formando 

assim um complexo que age como uma plataforma para as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

se ligarem ao seu receptor na superfície do eritrócito. A ligação das MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 com a MSP-1 pode ocorrer tanto pelo domínio SPAM quanto pelo seu 

domínio DBL e essa ligação é dependente de uma conformação estabilizada por pelo 

menos três ligações dissulfeto conservadas. Ambas as proteínas interagem com as 

subunidades p42, p38 e p83 da MSP-1 sugerindo a presença de múltiplos sítios de 

ligação que contribuem para a afinidade de ligação e para a estabilidade do complexo 

(72,85). 

Ainda não está claro se as duas proteínas apresentam a mesma função, no 

entanto algumas evidências indicam que sim. As duas têm os mesmos domínios 

estruturais e se ligam à MSP-1 através das mesmas subunidades, ambas se ligam a 

um receptor específico ainda não identificado no eritrócito (84,85) e ainda não foi 

possível interromper os dois genes na mesma linhagem parasitária, sugerindo que 

eles possam ter uma função redundante (69). 

  Embora essas proteínas apresentem o perfil polimórfico, estudos realizados em 

áreas de alta endemicidade de malária mostraram que anticorpos contra as proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estão associados com proteção contra a malária clínica 

(86,94) e são capazes de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro, sugerindo um 

importante papel na imunidade antimalárica (80,86,95). Estudos prévios conduzidos 
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em nosso laboratório mostraram que MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são amplamente 

reconhecidas por anticorpos de indivíduos residentes em áreas endêmicas brasileiras 

de malária, demonstrando que são imunogênicos na infecção natural por P. 

falciparum. Entretanto, cerca de 40% da população estudada não apresentavam 

anticorpos que reconheciam a MSPDBL-1 e/ou a MSPDBL-2, podendo essa não 

resposta imune estar associado a fatores do hospedeiro, como por exemplo o fator 

genético (HLA) (96) .  Nossa hipótese é que a presença de polimorfismos nas regiões 

gênicas que codificam as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 podem modular as 

respostas imune celular e humoral específicas. 

 A identificação de polimorfismos genéticos e o impacto dos polimorfismos 

identificados nas regiões potencialmente antigênicas de MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

podem gerar dados que ressaltem o potencial dessas proteínas como candidatas a 

vacina antimalárica que possam, no futuro, serem testadas na população de regiões 

endêmicas residentes na Amazônia brasileira. 

 

 

Figura 7 - Estrutura das proteínas MSPDBL-1 e 2, MSP-3 e EBL.  
Fonte: Adaptado de Hodder et al., 2014. 

1.7 Resposta imune associada ao HLA 

Considerando a complexidade ciclo biológico do Plasmodium, diferentes 

mecanismos imunes são ativados, dependendo do estágio que o parasito se encontra 

e da sua localização, se dentro ou fora da célula hospedeira. A reposta imune do 

hospedeiro também depende de diversos fatores, como por exemplo o fator genético 
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ligado ao Complexo Principal de Histocompatibilidade (97). O Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex; MHC) também referido como 

Antígeno Leucocitário Humano (Human Leukocyte Antigen; HLA), é uma região 

extremamente polimórfica no cromossomo 6 que codifica as principais moléculas 

responsáveis pela apresentação de antígenos, pequenos peptídeos derivados de 

patógenos, na superfície celular (96,98). Essa região compreende mais de 200 genes 

e pseudogenes divididos em 3 subgrupos: HLA de classe 1 o qual inclui genes 

clássicos e altamente polimórficos HLA-A, HLA-B e HLA-C, bem como os genes não 

clássicos e que exibem limitado polimorfismo como os HLA-E, HLA-F e HLA-G. A 

região da classe 2 inclui os genes HLA-DR, -DQ, -DP, -DM, e -DO, menos variáveis 

envolvidos no processamento e apresentação de antígenos e são expressos nas 

células apresentadoras de antígenos (APCs) como macrófagos, células dentríticas, 

células de Langerhans e células Kupffer. As proteínas produzidas pelos genes de HLA 

de classe 3 estão implicadas na resposta inflamatória, maturação leucocitária e na 

cascata do sistema complemento (96).  

A variação genética do HLA foi relacionada a doenças primeiramente com o 

linfoma de Hodgkin (99) e o HLA-B e, desde então, uma miríade de doenças foram 

associadas com o HLA. Os polimorfismos no HLA são úteis na busca por doadores 

compatíveis, no rastreamento da migração populacional e na sua relação potencial 

com a seleção mediada por patógenos (97). A diversidade genética encontrada nas 

moléculas de HLA em nível populacional podem maximizar as chances de pelo menos 

alguns indivíduos conseguirem montar uma resposta imune eficiente contra algum 

infecção emergente e sobreviver. Mecanismos como conversão genética e mutações 

pontuais geraramm essa diversidade genética (98). Muitos dos polimorfismos 

observados em genes do MHC levam a mudanças de aminoácido não sinônimas nas 

fendas de ligação dos peptídeos com as moléculas de HLA, ressaltando a importância 

da ligação peptídeo-HLA e demonstrando forte pressão de seleção nessa fenda (96). 

Diversos trabalhos demonstraram associações entre HLA e mecanismos de 

proteção, resposta imune e susceptibilidade à malária. Podemos citar como exemplo 

o HLA-B*53 e DRB1*1302-DQB1*0501, identificado em um estudo na Gambia, em 

que indivíduos que carregam esse tipo de HLA estavam protegidos contra a malária 

severa (100). Outros alelos de HLA também estão envolvidos na susceptibilidade 

(A*30:01, A*33:01, DPB1*17:01 e DRB1*04:01) ou resistência (B*53:01, DQB1*05:01, 

DRB1*01:01 e DRB1*13:02) à malária, baseados na sua frequência nas populações 

(revisado em 101). Assim, as moléculas de HLA tem sido utilizadas como marcadores 
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genéticos na possível modulação no sistema imunológico durante a infecção malárica, 

principalmente considerando o contexto de utilização de vacinas de subunidades e 

candidatos vacinais para malária (97).  

1.8 Justificativa 

Apesar da interação entre os humanos e os plasmódios ser antiga e de longa 

data, ainda há lacunas no conhecimento de estratégias de controle a fim de mitigar os 

casos e as mortes por malária no mundo. Assim, essa doença permanece como a 

mais prevalente nos países tropicais e subtropicais, causando elevados números de 

casos (7).Novas estratégias de controle dessa doença são necessárias e, dentre elas, 

o desenvolvimento de uma vacina eficaz representa a melhor arma de combate contra 

esse parasito. 

Nosso Laboratório tem avaliado o perfil da resposta imune contra antígenos de 

P. falciparum em populações da Amazônia brasileira visando identificar o potencial 

antigênico e imunogênico de moléculas que possam fornecer informações que 

contribuam para o delineamento de estratégias vacinais (102–104). As proteínas 

MSPBDL-1 e MSPDBL-2 estão presentes na superfície dos merozoítos e participam 

do processo de invasão no eritrócito. Estudos realizados em áreas de alta 

endemicidade de malária mostraram que anticorpos naturalmente adquiridos contra 

as MSPDBLs são capazes de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro, indicando 

que a resposta imune contra MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pode participar do processo de 

imunidade antimalárica (86,94). Além disso, estudos prévios conduzidos em nosso 

Laboratório mostraram que MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são amplamente reconhecidas 

por anticorpos de indivíduos residentes em áreas endêmicas brasileiras de malária. 

Entretanto, cerca de 40% da população estudada não apresentavam anticorpos que 

reconheciam a MSPDBL-1 e/ou a MSPDBL-2 (dados não publicados). Considerando 

que a extensiva diversidade genética exibida pelo P. falciparum é um fator importante 

para a evasão do parasito ao sistema imune dos hospedeiros (41), acreditamos que 

a presença de polimorfismos nas regiões genéticas que codificam as proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 podem modular as respostas imune celular e humoral 

específicas. Assim, nos propomos a identificar polimorfismos genéticos e avaliar o 

impacto desses polimorfismos nas regiões potencialmente antigênicas das proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em isolados de P. falciparum que circulam em áreas 

endêmicas de malária da Amazônia Brasileira. Considerando que os parasitos que 
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circulam no Brasil e as populações expostas podem apresentar características 

genéticas diferentes de outras áreas endêmicas, torna-se importante a realização de 

estudos que possam contribuir para um melhor entendimento da resposta imune 

naturalmente adquirida para os antígenos candidatos a compor uma vacina 

antimalárica, visto que a eficácia de uma vacina pode variar em diferentes cenários 

epidemiológicos. Os dados gerados podem ressaltar o potencial das proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 como candidatas a vacina antimalárica. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar polimorfismos nas regiões gênicas que codificam as proteínas 

MSPDBL-1 E MSPDBL-2 em isolados de P. falciparum que circulam em áreas 

endêmicas de malária da Amazônia Brasileira. 

2.2 Objetivos Específicos 

• Identificar polimorfismos genéticos nos domínios DBL e SPAM das proteínas 

MSPDBL-1 E MSPDBL-2 em isolados de P. falciparum que circulam em áreas 

endêmicas de malária da Amazônia Brasileira.  

• Avaliar o impacto desses polimorfismos nas regiões potencialmente 

antigênicas das proteínas MSPDBL-1 E MSPDBL-2 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Área de estudo 

A região Amazônica concentra 99,9% dos casos de malária no Brasil, sendo 

considerada área endêmica para a doença. Neste contexto, o estudo foi realizado nos 

municípios de Cruzeiro do Sul e Mâncio Lima, no estado do Acre, e Guajará, no estado 

do Amazonas (figura 8). Esses municípios estão caracterizados entre os 10 que 

concentram 70% de malária por P. falciparum no país (4ª,1ª,9ª respectivamente) (13) 

e serão alvos prioritários de ações do ministério da saúde (MS) que priorizam a 

eliminação do P. falciparum no Brasil.  

Para referência, o IPA é a medida do risco de contrair a doença numa região. 

Esse risco é correspondente a quantidade de lâminas positivas divido pela população 

em risco e multiplicado por 1.000. As áreas endêmicas são classificadas de acordo 

com o IPA em alto risco (IPA ≥ 50), médio risco (IPA 10 a 49) e baixo risco de 

transmissão (IPA 0,1 a 9) (105). 

 

Figura 8 - Mapa geográfico com a localização das áreas de estudo.  
A localização das cidades de Guajará (AM), Mâncio Lima (AC) e Cruzeiro do Sul (AC) estão 
destacadas em rosa. Fonte: elaborado pela autora. 
 

Cruzeiro do Sul (07º37'51’’ S e 72°40'12" W), localizado a 648 km da capital 

Rio Branco, é o segundo município mais populoso do Acre com 89.072 habitantes de 
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acordo com estimativas de 2020 do IBGE. Situado às margens do rio Juruá, no 

noroeste do estado, esta cidade é considerada o mais importante polo turístico e 

econômico do interior, possuindo área territorial de 8.779,407 km².  Nos anos de 2016 

e 2018 em que foram realizadas as coletas, Cruzeiro do sul registrou, 

respectivamente, 16.721 e 12.931 casos de malária e índice parasitário anual (IPA) 

de 231,9 e 147,5/ 1000 habitantes. Cruzeiro do Sul se encontra a 35,3 km de Mâncio 

Lima. 

Mâncio Lima (7º36’51” S e 72º53’45” W), situado no interior do estado do Acre, 

no vale do Juruá, é conhecido por ser o município mais ocidental do Brasil. Possui 

área territorial de 5.453,034 km² e população estimada de 19.311 habitantes segundo 

o IBGE (2020). Em 2016, a cidade contabilizou 6.372 casos de malária e apresentou 

o IPA extremamente alto de 436,4/1000 habitantes, caracterizando essa área como 

hiperendêmica para a doença. Em 2018, ano da segunda coleta, nota-se que número 

permaneceu alto com 8.303 casos e IPA de 422,8/1000 habitantes. Mâncio Lima se 

encontra a 48,5 km de Guajará. 

 A cidade de Guajará (2°58'19'' S e 57°40'39'' W) localizado a 1.487 km de 

Manaus, capital do Amazonas. Possui população estimada de 16.937 habitantes 

(IBGE, 2020) e área territorial de 8.904 km², situando-se na margem esquerda do rio 

Juruá. No ano da primeira coleta (2016), o município apresentou 2.064 casos, com o 

IPA de 128,3/1000 habitante. No momento da segunda coleta (2018) o número de 

casos diminuiu para 2.043 e o IPA 124,5/1000. Guajará se encontra a 21,2 km de 

distância de Cruzeiro do Sul. 

3.2 Critérios de inclusão e exclusão dos voluntários 

3.2.1 Critérios de inclusão 

Todos os indivíduos residentes nas localidades acima descritas que aceitaram 

participar do nosso estudo, com diagnóstico positivo para malária por P. falciparum. 

3.2.2 Critérios de exclusão 

Foram excluídos do nosso estudo populações indígenas, grupos religiosos, 

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

12 anos de idade, indivíduos com infecção mista (P. falciparum e P. vivax). 
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3.3 Aspectos éticos 

Esse projeto e o seu termo de consentimento foram aprovados pelo comitê de 

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

46084015.1.0000.5248;221/03) (anexo I). 

3.4 Coleta de dados pessoais e epidemiológicos 

As coletas foram realizadas através de busca ativa (visitas domiciliares) e busca 

passiva (postos de notificação). Durante as visitas os indivíduos foram informados 

sobre as formas de transmissão de malária e medidas profiláticas. O projeto foi 

explicado para os indivíduos, ressaltando que a participação deles era de livre e 

espontânea vontade e que a recusa em participar não acarretaria qualquer prejuízo 

ao atendimento e/ou tratamento deles. Os indivíduos que aceitaram participar do 

estudo leram ou foram informados do conteúdo do termo de consentimento. Após o 

consentimento dos indivíduos, foi obtida uma autorização por escrito de todos os 

voluntários (anexo II) ou dos seus responsáveis (anexo III). Após a assinatura, todos 

os voluntários participaram de uma entrevista com o objetivo de preencher um 

questionário de investigação para a coleta de dados pessoais e epidemiológicos 

(anexo IV) 

3.5 Coleta e processamento das amostras de sangue 

Após o consentimento, um volume de 5 mL de sangue foi obtido por punção na 

veia do antebraço utilizando-se tubos vacutainer com EDTA  (Becton Dickinson, Nova 

Jersei, EUA). A coleta de sangue foi realizada por um biólogo, médico, farmacêutico 

ou técnico da equipe de investigadores. Todos os cuidados apropriados foram 

tomados, como o uso de seringa, gaze e agulha descartáveis, bem como álcool para 

antissepsia local, entre outros. O processamento das amostras foi realizado no 

Laboratório de Microbiologia, Campus Floresta da Universidade Federal do Acre 

(UFAC), em Cruzeiro do Sul. As papas de hemácias foram criopreservadas em 

solução glicerolyte 1:1 (0.9% NaCl, 4.2% sorbitol, 20% glicerol, Sigma) e armazenadas 

em freezer -70 ºC até o momento do uso. 
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3.6 Diagnóstico 

3.6.1 Diagnóstico parasitológico 

Na ocasião da coleta foram confeccionadas lâminas de distensão sanguínea e 

gota espessa coradas com o método de Mary-Grunwald Giemsa para identificação e 

quantificação dos parasitos circulantes por microscopia. A parasitemia foi expressa 

como o número de parasitos/μl de sangue, calculado multiplicando o número de 

parasitos contados por 500 leucócitos e o número de leucócitos do indivíduo dividindo 

o produto por 500. Doadores positivos para P. vivax e/ou P. falciparum no momento 

da coleta de sangue foram subsequentemente tratados pelo regime quimioterápico 

recomendado pelo Ministério da Saúde do Brasil (106). 

3.6.2 Diagnóstico molecular 

Para aumentar a sensibilidade do diagnóstico foram realizadas análises 

moleculares pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) usando 

iniciadores específicos para gênero (Plasmodium sp.) e espécies (P. falciparum e P. 

vivax) em todas as amostras, conforme descrito previamente por Snounou et al., 1999 

(107).  

3.7 Extração de DNA 

O DNA foi extraído das amostras de sangue criopreservadas utilizando o kit 

comercial QIAmp® DNA Blood Mini (QIAgen, Hilden, Germany), seguindo as instruções 

do fabricante. Resumidamente, 200 µL de sangue previamente descongelado em 

temperatura ambiente foram adicionados a um tubo eppendorf de 1.5 mL com 20 µL 

de protease K (QIAgen) no fundo e levemente homogeneizado. Em seguida foram 

adicionados 200 µL do tampão AL (QIAgen). O tubo foi homogeneizado rapidamente 

em vórtex e incubado a 56 ºC por 10 minutos. Após a incubação foram adicionados 

200 µL de etanol 96-100%, o tubo foi novamente homogeneizado por 15 segundos, e 

em seguida adicionado no tubo com a coluna. A coluna inserida no tubo foi 

centrifugada por 3 minutos a 8.000 rpm e a coluna foi removida para um novo tubo 

desprezando o líquido. Em seguida, foram adicionados 500 µL do tampão AW1 

(QIAgen) seguido de centrifugação por 1 minuto a 8000 rpm e remoção da coluna para 

um novo tubo. Então, foram adicionados 500 µL do tampão de lavagem AW2 (QIAgen) 
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e o tubo foi centrifugado por 3 minutos a 13.000 rpm. Por fim, a coluna foi removida 

para outro tubo, onde o DNA foi eluído em 100 µL do tampão AE (QIAgen) e estocado 

a 4 ºC até a sua utilização. 

3.8 Desenho dos iniciadores específicos para MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

Para se obter iniciadores específicos para a amplificação das proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foi utilizada a sequência referência de P. falciparum 3D7 

(clone do isolado NF54) depositada no banco de dados NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) com os números de acesso pf3d7_1035700 e 

pf3d7_1036300 respectivamente. Todos os oligonucleotídeos foram verificados 

quanto a especificidade através da ferramenta Prime-BLAST fornecido pelo NCBI 

através do site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Posteriormente, os 

pares de iniciadores específicos foram sintetizados quimicamente para a realização 

da PCR e sequenciamento. 

3.9 Reação em cadeia da polimerase – PCR 

A amplificação dos seguimentos gênicos que codificam a MSPDBL-1 e a 

MSPDBL-2 foi realizada pelo método de PCR convencional utilizando iniciadores 

específicos (GenOne Biotechnologies, Rio de Janeiro, Brasil) para cada uma das 

proteínas e para os seus respectivos domínios DBL e SPAM (tabela 2).  

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Tabela 2 - Iniciadores utilizados na amplificação dos genes MSPSBL1 e MSPDBL2 

 

Fonte: *A autora, 2020;  

 

Para a reação de PCR foram utilizados 2 µL do DNA extraído do isolados 

plasmodiais acrescidos a 23 µL do mix de PCR, contendo 2,5 µL de DNTPs a 10 nM, 

1 µL de cada iniciador (senso e antissenso) a 10 pMol/µL, 2,5 µL de tampão 10x 

(Applied Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA), 3 µL de MgCl2 a 3 mM e 0,25 µL 

de AmpliTaq Gold™ DNA Polimerase (Applied Biosystem) 12,75 µL de água destilada 

ultrapura (Invitrogen) totalizando o volume final de 25 µL por reação. As reações de 

PCR foram submetidas a ciclagem de temperatura específicas para cada par de 

primer no termociclador ProFlex PCR System® (Applied Biosystems) e Veriti 96 Well 

Cycler (Applied Biosystem), nas condições descritas na tabela 3. Em todas as reações 

foram utilizados um controle negativo sem DNA, um controle com DNA extraído de 

isolado de P. vivax e um controle positivo (DNA extraído a partir de cultura in vitro de 

P. falciparum, cepa W2). 

 

Tabela 3 – Condições de ciclagem para a amplificação 

 

 35 ciclos   

DBL1F/DBL21R 94ºC - 10’ 95ºC - 01’ 68ºC - 01’ 72ºC - 2’ 72ºC - 05’ 

SPAM1F/SPAM1R 94ºC - 10’ 95ºC - 01’ 62°C – 01’ 72ºC - 2’ 72ºC - 05’ 

DDBL2F/DBL2R 94ºC - 10’ 95ºC - 01’ 67ºC - 01’ 72ºC - 2’ 72ºC - 05’ 

SPAM2F/SPAM2 94ºC - 10’ 95ºC - 01’ 58ºC - 01’ 72ºC - 2’ 72ºC - 05’ 

 

Gene MSPDBL1 Iniciador Sequência dos iniciadores 

Domínio DBL* 
Senso (F) 5′- TGCTTTTGGTGGTGGACTCCCT -3′ 

Antissenso (R) 5′- GCACAACAGTTGCACGGTGTGAA -3′ 

Domínio SPAM* 
Senso (F) 5’- CAAGGAAATTCACACCGTGC -3’ 

Antissenso (R) 5’- AAATCTGTCATATCTTCTGTCAAAC -3’ 

Gene MSPDBL2   

Domínio DBL* 
Senso (F) 5’- TCTACATGTTTTGTTGTAAATGA -3’ 

Antissenso (R) 5’- CTATTCAAGGTAGAATCAC -3’ 

Domínio SPAM* 
Senso (F) 5’- AGCGTGAGCGAAGAATCACA -3’ 

Antissenso (R) 5’- TCAAGGTAGAATCACTTCCATTACC -3’ 
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Ao final da reação, 5 µL dos produtos da PCR previamente homogeneizados a 

1 µL de 6X Loading Dye (Sinapse Biotecnologia, São Paulo, Brasil) foram submetidos 

a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão TAE (Tris-acetato 0,04, EDTA 1 

mM) contendo 0,5 μg/mL de brometo de etídeo (C21H20BrN3, Sigma, St. Louis, MO),  

por aproximadamente 60 minutos a corrente elétrica constante de 90V/cm. Para 

estimar o dimensionamento dos fragmentos no gel foi utilizado um padrão de peso 

molecular de 100 pb (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, U.S.A.). Após a 

eletroforese, os fragmentos foram visualizados através do transiluminador High 

Performance UV transilluminator (UVP). 

3.10 Reação de sequenciamento 

Os produtos de PCR foram purificados através do kit comercial Wizard® SV 

Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison Wisconsin, EUA), de acordo com 

os procedimentos especificados pelo fabricante. A purificação tem como objetivo a 

remoção de oligonucleotídeos não incorporados na PCR e que podem interferir na 

reação de sequenciamento. Após a purificação foi realizada a quantificação do DNA, 

utilizando o fluorômetro Qubit (Invitrogen). Para determinação das sequências exatas 

dos nucleotídeos, todas as amostras amplificadas foram então submetidas a reação 

de sequenciamento proposto por Sanger et al. (1977) utilizando o kit de 

sequenciamento Big Dye Terminator Cycle Ready Reaction versão 3.1 (Applied 

Biosystems) em condições previamente padronizadas pela Plataforma de 

Sequenciamento da Fundação Oswaldo Cruz (PDTIS/Fiocruz). 

De acordo com o protocolo de sequenciamento, 5 µL de DNA na concentração 

de aproximadamente 20 ng/µL e 2,5 µL de cada um dos mesmos iniciadores utilizados 

na reação de PCR a 3,2 pMol/µL foram adicionados em cada um dos 96 poços da 

placa de sequenciamento (Applied Biosystems), totalizando o volume final de 7,5 µL 

por poço. A mistura para a reação de sequenciamento de DNA é realizada de acordo 

com o número de amostras. A quantidade necessária para uma placa inteira é de 100 

µL de BigDye (Applied Biosystems) e 150 µL de tampão de sequenciamento 5x 

(Applied Biosystems). Um volume de 2,5 µL da mistura para a reação de 

sequenciamento foi adicionado em cada poço da placa (1 µl de BigDye + 1,5 µl de 

tampão 5x) e a placa foi coberta com uma tampa de borracha e levemente 

centrifugada (spin). No termociclador, foi utilizado o seguinte protocolo: 40 repetições 

do ciclo que consiste em alternância de 94 ˚C por 10 segundos, 50 ˚C por 5 segundos 
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e 60 ˚C por 4 minutos. Após a ciclagem da reação de sequenciamento, os produtos 

passaram por um processo de precipitação para a retirada de ddNTPs livres que 

podem interferir na leitura da sequência de DNA no sequenciador. Esse processo 

consistiu e em centrifugar brevemente a placa (spin), adicionar 30 µL de isopropanol 

75% (MERCK,  Darmstadt, Alemanha) em cada poço, homogeneizar  as amostras em 

vórtex por 10 segundos e incubar por 15 minutos ao abrigo da luz. A placa foi então 

centrifugada por 45 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante foi descartado utilizando 

movimentos circulares sobre o papel toalha. Posteriormente, foram adicionados 50 µL 

de Etanol 75% (MERCK) em cada poço da placa que foi, então, centrifugada por 15 

minutos a 4.000 rpm para remoção do sobrenadante, como descrito anteriormente. 

Em seguida a placa foi centrifugada invertida (spin down) utilizando papel toalha para 

a absorção do etanol e, quando a centrifuga chegou a 600 rpm, o processo foi 

interrompido. Ao final, a placa foi colocada no termociclador a 60 ºC por 10 minutos e 

em seguida armazenada a -20 ºC até o momento da sua leitura no sequenciador.  

Para a leitura da placa no sequenciador foram adicionados 10 µL de formamida 

Hi-Di (Applied Biosystems) em cada poço da placa seca que foi, posteriormente, 

centrifugada brevemente, colocada no termociclador a 95 ºC por 3 minutos e  colocada 

imediatamente no gelo por 5 a 10 minutos. Por fim, a placa foi centrifugada 

brevemente para os produtos aderidos as paredes dos poços concentrarem-se no 

fundo. A placa foi, então, conduzida para a leitura na plataforma de sequenciamento 

por capilar automático de DNA ABI Prism DNA Analyzer 3730xl (Applied BioSystems) 

da Plataforma de Sequenciamento de Instituto Oswaldo Cruz (PDTIS/Fiocruz). 

3.11 Análise dos polimorfismos 

As sequências nucleotídicas obtidas (senso e antissenso) de cada amostra 

foram analisadas utilizando os programas provenientes do pacote 

DNASTAR/Lasergene Software (Madison, WI). O programa BLAST (Ferramenta de 

Busca de Alinhamento Local Básico – Centro Nacional de Informações 

Biotecnológicas) foi utilizado para verificar a similaridade e identificar os polimorfismos 

em relação a sequência referência 3D7 depositada no NCBI. O alinhamento da 

sequência consenso com a sequência referência foi realizado pelo programa  

MegAlign 7.0.0 (DNASTAR/Lasergene Software) utilizando o algoritmo do programa 

Clustal X2 e Clustal Ômega sendo feito um ajuste manual através do programa 

EditSeq 7.0.0 (DNASTAR/Lasergene Software). A fim de estimar a diversidade 

https://www.google.com/search?q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOV0Si3KLSxJTSnawMgIA1QfSVlIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjmyKnso__wAhUqGLkGHZqCB5AQmxMoATAhegQIJxAD
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genética intrapopulacional, as sequências gênicas de mspdbl-1 e mspdbl-2, domínios 

DBL e SPAM, foram analisadas utilizando o software DnaSP v6 (108) com base nos 

parâmetros de número de sítios segregantes (S), diversidade nucleotídica (π), número 

médio de diferenças nucleotídicas (k), número de haplótipos (h) e diversidade 

haplotípica (Hd). Para testar a teoria neutra da evolução, os valores D de Tajima foram 

calculados utilizando o número total de mutações também estimadas com o software 

DnaSP v6. O teste Tajima informa sobre as forças de seleção e demográficas que 

atuam sobre uma população. Valores positivos podem ser sugestivos de seleção 

positiva ou balanceadora. Essa força mantém os alelos em frequências equilibradas. 

Por outro lado, valores negativos sugerem seleção purificadora ou expansão 

populacional recente (109). 

3.12 Modelagem 3D das MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

A estrutura 3D das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram preditas utilizando 

o servidor Robetta (110) em colaboração com o Dr. Rodrigo Nunes Rodrigues da Silva 

do laboratório de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais/ Fiocruz. O servidor Robetta 

permite a modelagem de estruturas 3D de proteínas através de abordagens ab initio 

e por comparação. Esse servidor é continuamente avaliado pelo CAMEO (Modelo de 

Avaliação Automatizada Continuada) e estabelece critérios de avaliação de qualidade 

de previsão da estrutura proteica (110,111). A qualidade das estruturas proteicas 

geradas foi analisada pelo sistema MolProbity, amplamente utilizado para validação 

de proteínas e ácidos nucleicos, afim de escolher o melhor modelo preditivo das 

proteínas de interesse (112). 

3.13 Predição in sílico de epítopos de células B e células T 

A predição dos epítopos lineares de células B foi realizada em colaboração com 

o Dr. Rodrigo Nunes Rodrigues-da-Silva, utilizando o software BCPreds (113). Essa 

predição é baseada usando modelos de vetores de suporte de máquinas. Uma classe 

de método de aprendizagem de máquinas supervisionadas utilizadas para 

classificação e regressão. Foi realizada a seleção de busca por epítopos com o 

comprimento de 15 aminoácidos e todos acima do limiar padrão estabelecido pelo 

programa (75%) foram considerados.  



33 

A ligação diferencial de epítopos de células T das sequências completas das 

proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram analisadas utilizando o IEBD (Banco de 

dados de Epítopos Imunes e Recurso de Análises), como ferramenta de análise que 

utiliza os algoritmos ANN aka NetMHC (114,115), para calcular a afinidade de ligação 

de peptídeos a diferentes alelos de HLAs por meio de redes neurais artificiais e 

matrizes de pontuação, SMM (116) utilizado para calcular matrizes a partir de dados 

de afinidade quantitativos de peptídeos que se ligam a moléculas de MHC e Comblib 

(117), conjunto de preditores que foram derivados de medições de afinidade de 

ligação de bibliotecas de peptídeos combinatórios contra um painel de alelos de MHC. 

Considerando o comprimento de 15 aminoácidos, a pontuação de predição de cada 

comprimento foi avaliada contra 26 dos alelos HLA mais frequentes. (HLA-A*01:01; 

HLA-A*02:01; HLA-A*11:01; HLA-A*23:01; HLA-A*25:01; HLA-A*26:01; HLA-A*30:01; 

HLA-A*31:01; HLAA* 32:01; HLA-A*68:01; HLA-B*08:01; HLA-B*15:01; HLA-B*18:01; 

HLA-B*35:01; HLA-B*38:01; HLA-B*39:01; HLA-B*40:01; HLA-B*46:01; HLA-B*48:01; 

HLAB* 51:01; HLA-B*53:01; HLA-B*57:01; HLA-B*58:01; HLA-C*04:01; HLA-C*05:01; 

HLA-C*07:01). Os comprimentos que têm uma pontuação média consenso inferior a 

20 e, pelo menos, 60% da frequência de ligação a HLA foram considerados epítopos 

potenciais de células T. 

3.14 Análise dos dados epidemiológicos  

Os dados epidemiológicos e os resultados dos experimentos foram 

armazenados em banco de dados e analisados através de programas Epi-Info 6 

(Centers for Disease Control and Prevention) e GraphPad Instat (GraphPad Software, 

Inc). O teste do qui-quadrado  foi utilizado para a avaliação das frequências dos SNPs 

entre os grupos estudados. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Descrição da população estudada 

No período estudado, anos de 2016 e 2018, o total de 65 isolados de 

Plasmodium falciparum foram coletados de pacientes residentes em Cruzeiro do Sul, 

Mâncio Lima e Guajará. A população estudada consistiu em 36 (55,38%) indivíduos 

do sexo masculino e 26 (40%) do sexo feminino, com idades variando entre 12 e 73 

anos (32±16). A maioria dos indivíduos (93,8%) era proveniente da região Amazônica 

e estava residindo em área endêmica, em média, há 31 anos (31±16). Os indivíduos 

relataram uma média de 13 episódios prévios de malária (13±16), sendo o último 

episódio de malária 26 meses antes da coleta de sangue (26±56). No momento da 

coleta 39 (60%) indivíduos apresentavam sintomas iniciados, em média, 4 dias antes 

da coleta (4±5), sendo, cefaleia, febre e calafrio os mais frequentes, relatados por 

89%, 84% e 53% dos indivíduos, respectivamente. As coletas foram realizadas nos 

meses de junho a agosto de 2016 e junho a julho de 2018, após o período de pico de 

transmissão. 

4.2 Caracterização molecular das MSPDBL-1 e 2 

4.2.1 Amplificação dos genes das MSPDBL-1 e MSPDBL-2 por PCR 

Para avaliar o polimorfismo das regiões gênicas que codificam as proteínas 

MSPDBL-1 (pfmspdbl1) e MSPDBL-2 (pfmspdbl2) foram utilizados 65 isolados 

coletados de indivíduos residentes de Cruzeiro do Sul e Mâncio Lima (Acre) e Guajará 

(Amazonas), com diagnóstico positivo por exame microscópico e/ou molecular 

confirmado para infecção por P. falciparum. Os iniciadores foram desenhados a partir 

do programa Primer-BLAST e as análises foram direcionadas para os domínios SPAM 

e DBL. 

Nosso estudo foi iniciado investigando os polimorfismos do domínio SPAM do 

gene pfmspdbl1 e do total de isolados estudado, 45 foram amplificados com sucesso 

por PCR, como observado por análise em gel de agarose (Figura 9). É possível 

observar em cada isolado amplificado a presença de um único fragmento com o 

tamanho aproximado de 600 pares de base (pb). 

. 
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Figura 9 - Amplificação por PCR do domínio SPAM do gene pfmspdbl1. 
Gel de agarose mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR. Linha 1: marcador 
molecular de 100 pb. Linhas 2 a 6: amostras de pacientes infectados por P. falciparum de 
CZS, ML e GJ. Linha 7:controle positivo da reação de PCR (amostra de cultura in vitro de P. 
falciparum). Linha 8: controle negativo. 

 

Quanto ao domínio DBL da MSPDBL-1, 43 amostras foram amplificadas por 

PCR (figura 10). É possível observar em cada isolado amplificado a presença de um 

único fragmento com tamanho entre 1.000 e 1.100 pares de base.  

 

 

Figura 10 - Amplificação por PCR do domínio DBL do gene pfmspdbl1. 
Gel de agarose mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR. Linha 1: marcador 
molecular de 1Kb. Linhas 2 a 7: amostras de pacientes infectados por P. falciparum de CZS, 
ML e GJ. Linha 8:controle positivo da reação de PCR (amostra de cultura in vitro de P. 
falciparum). Linha 9: controle negativo. 
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Para a MSPDBL-2, 49 isolados foram amplificados com êxito para o domínio 

SPAM, permitindo a visualização de um fragmento de aproximadamente 600 pb no 

gel de agarose, como pode ser observado na figura 11.  

 

 

Figura 11- Amplificação por PCR do domínio SPAM do gene pfmspdbl2. 
Gel de agarose mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR. Linha 1: marcador 
molecular de 100 pb. Linhas 2 a 11: amostras de pacientes infectados por P. falciparum de 
CZS, ML e GJ. Linha 12: controle positivo da reação de PCR (amostra de cultura in vitro de 
P. falciparum). Linha 13: controle negativo 

 

A respeito do domínio DBL, foram amplificadas com sucesso 33 isolados, 

possibilitando a visualização de um fragmento entre 1.000 e 1.100 pb (figura 12). 

 

 

Figura 12 - Amplificação por PCR do domínio DBL do gene pfmspdbl2. 
Gel de agarose mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR. Linha 1 a 5: 
amostras de pacientes infectados por P. falciparum de CZ, ML e GJ. Linha 6: controle positivo 
da reação de PCR (amostra de cultura in vitro de P. falciparum). Linha 7: controle negativo. 
Linha 8: marcador de peso molecular de 1.000 pb. 

 

Para melhor caracterizar o perfil polimórfico das regiões gênicas que codificam 

as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos isolados brasileiros, as amostras 

amplificadas por PCR foram submetidas a reação de sequenciamento. 
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4.2.2 Análise do polimorfismo genético da MSPDBL-1 em isolados brasileiros 

por meio da reação de sequenciamento 

As sequências nucleotídicas obtidas foram alinhadas com a sequência 

referência de P. falciparum (3D7) disponível no banco de dados NCBI 

(pf3D7_1035700).  

Nessa etapa, 43 dos 45 isolados amplificados por PCR foram sequenciados 

com sucesso para o domínio SPAM. Todos os isolados apresentaram alto grau de 

similaridade quando comparada com a sequência referência. Entretanto, foi possível 

observar 12 mutações de um único nucleotídeo em 12 posições específicas (1523, 

1524, 1574, 1867, 1973, 1974, 1983, 2004, 2005, 2024, 2025 e 2026), como 

mostradas na tabela 4.  

 

Tabela 4 - Mutações encontradas no domínio SPAM do gene pfmspdbl1: posições dos 
nucleotídeos e respectivas substituições de aminoácidos 

 

DOMÍNIO SPAM MSPDBL-1 

Localização 
Códon 

Selvagem  
Códon 
Mutado 

Frequência         
n=43  Posição no 

Gene 
AA 

A1523G D508G/E GAT GGA 1 (2,32%) 

T1524A_G D508G/E GAT GAG 3 (6,98%) 

T1574C L525S TTA TCA 6 (13, 95%) 

A1867G K623E AAG GAG 28 (65,11%) 

A1973G E658G GAA GGG 3 (6,98%) 

A1974G E658G GAA GAG 3(6,98%) 

T1983C N661N AAT AAC 28 (65,11%) 

A2004G K668k AAA AAG 2 (4,65%) 

A2005G K669G AAA GAA 2 (4,65%) 

A2024T N675I AAT ATA 2 (4,65%) 

T2025A N675I ATT ATT 2 (4,65%) 

G2026T D676Y GAT TAT 2 (4,65%) 

SNPs Sinônimos: 2 

SNPs Não sinônimos: 10 

S:Serina; T:Treonina; N:Asparagina; D:Ácido Aspártico; 
R:Arginina; K:Lisina; I:Isoleucina; G:Glicina; V:Valina; L:Leucina; 
Q:Glutamina; E:Ácido Glutâmico; F:Fenilanina; P:Prolina; 
A:Alanina; H:Histidina; C:Cisteína; K: Lisina; W: Triptofano 

 

 

Com exceção do SNP na posição 1523 que ocorreu em apenas 1 isolado, os 

outros polimorfismos ocorreram em pelo menos 2 isolados. É possível observar que 

em 6 isolados o SNP ocorreu em duas posições do mesmo códon (1523/1524, 1973/ 
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1974 e 2024/2025). Embora a sequência do domínio SPAM do gene pfmspdbl1 tenha 

demonstrado elevado grau de conservação, 74,42% dos isolados estudados 

apresentaram ao menos 1 SNP em relação à sequência referência. Conforme 

observado na figura 13, a mutação não sinônima A1867G, a qual representa a 

substituição de lisina por glutamato, e a mutação sinônima T1983C estiveram 

presentes em 65,11% dos isolados estudados, enquanto a mutação A1523G foi a 

menos frequente, estando presente em apenas 1 isolado. Apenas duas mutações 

sinônimas foram encontradas, T1983C e A2004G. 

 

Figura 13 - Análise da diversidade genética do domínio SPAM do pfmspdbl1 nos isolados 
de P. falciparum coletados em Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará. 

 

Em relação as áreas endêmicas estudadas, a maior frequência observada de 

A1867G e T1983C foi mantida em todas as localidades (figura 14). A maior 

diversidade foi observada em Cruzeiro do Sul, com 12 mutações entre os 22 isolados, 

enquanto Mâncio Lima e Guajará apresentaram 4 mutações cada. 

 

 

Figura 14 - Análise da diversidade genética do domínio SPAM do gene pfmspdbl1 por 
localidade 
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Quanto ao domínio DBL, das 43 amostras amplificadas, 31 foram sequenciadas 

com sucesso. Mesmo apresentando alta similaridade com a cepa referência 3D7, foi 

possível observar o perfil polimórfico desses isolados que apresentaram 40 mutações 

de nucleotídeo único, 34 não sinônimas e 6 sinônimas (tabela 5). 

 

Tabela 5 - Mutações encontradas no domínio DBL no gene pfmspdbl1: posições dos 
nucleotídeos e respectivas substituições de aminoácidos 

 

DOMÍNIO DBL MSPDBL-1  

Localização 
Códon Selvagem  

Códon 

Mutado 

Frequência 

Posição no Gene AA n=31 

G523A A175T GCT ACT 23 (74,19%) 

T525G A175A GCT GCG 7 (22,58%) 

A541C T181P ACT CCT 4 (12,90%) 

T560C L187P CTT CCC 2 (6,45%) 

T561C L187P CTT CCC 2 (6,45%) 

G593A R198K AGA AAA 14 (45,16%) 

A698T I200F ATT TTT 4 (12,90%) 

A614T H205L CAT CTT 3 (9,67%) 

G628A E210K GAG AAG 2 (6,45%) 

G646A E216L GAA AAA 6 (19,35%) 

A692G H231R CAT CGT 5 (16,12%) 

A723G T241T ACA ACG 6 (19,35%) 

A731G K244R AAA AGA 1 (3,22%) 

G745A D249N GAT AAT 7 (22,58%) 

A789G Q263Q CAA CAG 3 (9,67%) 

C829G R277G CGT GGT 23 (74,19%) 

T871G W291G TGG GGG 3 (9,67%) 

C985T L329F CTT TTT 2 (6,45%) 

A1021C S341R AGC CGC 4 (12,90%) 

G1045A D349N GAT AAT 31 (100%) 

A1054G K352E AAA GAA 31 (100%) 

A1066G I356V ATC GTA 31 (100%) 

C1068A I356V ATC GTA 31 (100%) 

C1069A Q357R CAA AGA 31 (100%) 

A1070G Q357R CAA AGA 31 (100%) 

T1075A F359I TTT ATT 31 (100%) 

A1078T T360S ACA TCA 1 (3,22%) 

G1087A D363N GAT AAT 31 (100%) 

T1092A D364E GAT GAA 23 (74,19%) 

A1095C S365S TCA TCC 7 (22,58%) 

A1117G K373E AAG GAG 8 (25,80%) 

A1133G E378G GAA GGT 31 (100%) 

A1134T E378G GAA GGT 31 (100%) 

A1137C A379P GCA CCC 6 (19,35%) 
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A1145C H382P CAT CCT 8 (25,80%) 

C1188T G396G GGC GGT 31 (100%) 

T1241G I414R ATA AGA 31 (100%) 

A1253T K418I AAA ATA 31 (100%) 

A1310C T437T ACA ACC 2 (6,45%) 

A1326T K442N AAA AAT 7 (22,58%) 

SNPs Sinônimos: 6 

SNPs Não sinônimos: 34 

S:Serina; T:Treonina; N:Asparagina; D:Ácido Aspártico; R:Arginina; 

K:Lisina; I:Isoleucina; G:Glicina; V:Valina; L:Leucina; Q:Glutamina; E:Ácido 

Glutâmico; F:Fenilanina; P:Prolina; A:Alanina; H:Histidina; C:Cisteína; K: 

Lisina; W: Triptofano 

 

 

Interessantemente, 12 polimorfismos (G1045A, A1054G, A1066G, C1068A 

C1069A, A1070G, G1087A, A1133G, A1134T, C1188T, T1241G, A1253T) ocorreram 

em 100% dos isolados estudados (figura15), enquanto dois polimorfismos (A731G e 

A1878T) estiveram presentes em apenas um isolado. Logo, mesmo apresentando 

grande similaridade com a sequência referência, foram observadas mutações de 

nucleotídeo únicos nos isolados das três áreas incluídas no estudo.  

 

 

Figura 15 - Análise da diversidade genética do domínio SPAM da pfmspdbl1 nos isolados de 
P. falciparum 

 
 
Ao analisarmos os polimorfismos em relação as localidades, percebe-se que a 

localidade estudada com a maior quantidade de mutações é Mâncio Lima com 37 

mutações, seguida de Cruzeiro do Sul com 35 polimorfismos e Guajará com 27 SNPs 

(figura 16). 

 

 



41 

 

 

 

Figura 16 - Análise da diversidade genética do domínio DBL do gene pfmspdbl1 por localidade 
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Quando comparamos a maior quantidade (número de mutações do domínio 

SPAM + número de mutações do domínio DBL) de mutações dos dois domínios 

(SPAM e DBL) em relação a localidade estudada, Cruzeiro do sul apresentou a maior 

diversidade de mutações, seguido de Mâncio Lima e Guajará (figura 17).   

 

Figura 17 -  Frequência de mutações do gene pfmspdbl1. 
 Número total de mutações do gene que codifica a MSPDBL-1 por localidade (SPAM+DBL)   

 

4.2.3 Análise do polimorfismo genético da MSPDBL-2 em isolados brasileiros 

por meio da reação de sequenciamento 

As sequências nucleotídicas obtidas foram alinhadas com a sequência 

referência de P. falciparum (3D7) disponível no banco de dados NCBI 

(PF3D7_1036300) 

Dos 49 isolados amplificados, 33 foram sequenciados possibilitando a análise 

de polimorfismos do domínio SPAM nas sequências obtidas. Após o alinhamento com 

a sequência referência 3D7 foi observado alto grau de similaridade entre as 

sequências. Pode-se perceber uma mutação de único nucleotídeo na posição do gene 

A1955G (tabela 6) em 78,8% dos isolados estudados, resultando em uma mutação 

não sinônima (figura 18a). Foram observadas também mutações nas posições 

A2188C e C2189T que resultam na alteração em um mesmo códon em 9,09% dos 

isolados estudados. 
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Tabela 6 - Mutações encontradas no domínio SPAM do gene pfmspdbl2: posição dos 
nucleotídeos e respectivas substituições de aminoácidos 

 

DOMÍNIO SPAM MSPDBL-2 

Localização 
Códon 

Selvagem  
Códon 
Mutado 

Frequência         
n=33 Posição no 

Gene 
AA 

A1931G E644G GAA GGA 26 (78,8%) 

A2188C T730L ACT CCT 3 (9,09%) 

C2189T T730L ACT CCT 3 (9,09%) 

SNPs Sinônimos: 0 

SNPs Não sinônimos: 3 

 G:Glicina;  E:Ácido Glutâmico; T: Treonina; L: Leucina 

 

Em relação as áreas endêmicas estudadas, todas elas apresentaram a 

mutação A1955G, tendo a maior frequência da mutação sido observado em Guajará 

(100%) (figura 18b). 

 

 

Figura 18 – A) Análise da diversidade genética do domínio SPAM do pfmspdbl2 nos isolados 

de P. falciparum coletados em Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará. B - D Frequência das 
mutações observadas por localidade. 
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Com o objetivo de analisar o perfil polimórfico da porção gênica do domínio 

DBL do gene pfmspdbl2, os isolados amplificados foram posteriormente sequenciados 

(n=17) e alinhados com a sequência referência depositada no GenBank™. A análise 

do sequenciamento evidenciou uma única mutação na posição A1290C em 29,4% 

dos isolados estudados, resultando em uma mutação sinônima (tabela 7). Todos os 

isolados analisados apresentaram a sua sequência idêntica a sequência referência 

3D7. 

 

Tabela 7 -  Mutações encontradas no domínio DBL do gene pfmspdbl2: posição dos 
nucleotídeos e respectivas substituições de aminoácidos 

 

DOMÍNIO DBL MSPDBL-2 

Localização 
Códon 

Selvagem  
Códon 
Mutado 

Frequência         
n=33 Posição no 

Gene 
AA 

A1290C T430T ACA ACC 5 (29,4%) 

SNPs Sinônimos: 1 

SNPs Não sinônimos: 0 

 T: Treonina;  

 

Em relação as áreas endêmicas estudadas, todas elas apresentaram a 

mutação A1290C, tendo a maior frequência da mutação sido observado em Guajará 

(3 isolados), Cruzeiro do Sul e Mâncio Lima apresentaram apenas um isolado com 

essa mutação. 

4.3 Frequência de variantes encontradas na população de estudo  

Ao analisarmos as sequências obtidas, foi possível observar que apenas 11 

isolados analisados para o domínio SPAM da MSPDBL-1 (25,58%), mantiveram suas 

sequências idênticas a cepa referência 3D7. Considerando a sequência referência 

3D7 como variante selvagem (VS), as mutações observadas nos isolados resultaram 

em 9 sequências diferentes, aqui denominadas variantes (tabela 8).  Entre todos os 

isolados estudados a variante V1s1 (a saber: Variante 1 do domínio SPAM da 

MSPDBL-1) foi a mais frequente, enquanto as variantes V2s1, V3s1, V5s1, V6s1, 

V7s1, V8s1, V9s1 apresentaram menor frequência quando comparadas com a VS. É 

possível observar que a VS está presente nas 3 localidades assim como a V1s1, no 

entanto as variantes V2s1, V3s1, V5s1, V6s1, V7s1, V8s1, V9s1 estavam presentes 
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em apenas um município (V2s1,V3s1,V5s1 e V6s1 em Cruzeiro do Sul; V7s1 em 

Mâncio Lima; V8s1 e V9s1 em Guajará) (figura 19). As sequências das variantes 

podem ser conferidas no anexo VI. Quando observadas por localidade, Cruzeiro do 

Sul, Guajará e Mâncio Lima apresentaram  7, 5 e 3 variantes, respectivamente.  

  

Tabela 8 - Variantes encontradas na população do domínio SPAM da MSPDBL-1 

 

 Variantes na população de estudo -  domínio SPAM 

MSPDBL-1 

ATTAAATAAATG VS 

ATTGAACAAATG V1 

ATTGGGCGGTAT V2 

GATAAATAAATG V3 

ATCGAACAAATG V4 

AGTGAACAAATG V5 

ATCAGGTGGTAT V6 

ATTAGGTAAATG V7 

AGCGAACAAATG V8 

ATCAAATAAATG V9 

 

 

 

Figura 19 - Frequência das variantes por localidade SPAM MSPDBL-1 
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A respeito do domínio DBL, nenhum isolado manteve a sua sequência idêntica 

a cepa referência 3D7. Foram observadas 28 variantes diferentes (tabela 9), tendo 

apenas a variante que denominamos de V1d1 (a saber: V1 do domínio DBL da 

MSPDBL-1) a única que foi observada quatro vezes:  Duas vezes em Cruzeiro do Sul, 

uma em Mâncio Lima e uma em Guajará (figura 20). As outras variantes apareceram 

cada uma apenas uma vez. O mapa das alterações nucleotídicas podem ser 

conferidas no anexo VI. 

 

Tabela 9 - Variantes encontradas na população do domínio DBL da MSPDBL-1 
 

 Variantes na população de estudo -  domínio DBL MSPDBL-1 

GTATTGAAGGAAAGACTCAGAACCATAGTAAAAAACTAAA VS 

ATATTGAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V1 

ATATTGAAGGGAAGAGTCAAGGAAGATAACAGTAATGTAA V2 

ATATTGAAGGGAAGAGTCAAGGAAGAAAACAGTCCTGTAA V3 

AGACCGAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTCA V4 

ATATTGAAGGAGAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V5 

GTATTAAAGGAAAGACTCAAGGAAGAAATAGGTAATGTAT V6 

ATATTAAAGAAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTACTGTAA V7 

ATCTTAAAGAAGAAAGTCAAGGAAGAAAAAAGTACTGTAA V8 

ATATTATTGGGAAAAGTCAAGGAAGAAAACAGTCCTGTAA V9 

AGATTAAAGAAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTCCTGTAA V10 

GTATTAAAGGAAAGACTCCAGGAAGAAATCGGTCCTGTAT V11 

ATATTGAAGGAGAGGGGCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V12 

ATATTAAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V13 

ATCTTATTAAGAAAAGTCCAGGAAGAAAACAGTCCTGTAA V14 

ATATTGAAGGAAAGAGTTAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V15 

GTATTGAAGGAAAGACTCAAGGAAGAAATAGGTAATGTAA V16 

GGCTTATTAAGGAAACTCAAGGAAGAAATAGGTCCTGTAT V17 

ATATTAAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAACAGTAATGTAA V18 

ATATTAAAGGAGAGGGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V19 

GTCTTGAAGGAAAAACTCCAGGAAGAAATAGGTAATGTAT V20 

GTATTAAAGAAGGGGCGCAAGGAAGAAATAGGTAATGTAT V21 

AGATTGAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTCA V22 

AGATTGAAGGAAAGAGTTAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V23 

ATATTAAAGGAAAAAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V24 

ATATTGAAGGAAAGAGGCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V25 

GGATTATAGGAAAAACTCCAGGAAGAAATCGGTAATGTAT V26 

GTATTGAAGGAAAGACTCAAGGAAGAAATAGGTAATGTAT V27 

AGACCGAAGGAAAGAGTCAAGGAAGAAAAAAGTAATGTAA V28 
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Figura 20- Frequência das variantes por localidade DBL MSPDBL-1 

 

Ao analisarmos a diversidade genética do domínio SPAM da MSPDBL-2  

apenas sete isolados (21,2%) mantiveram a sua sequência idêntica a sequência 

referência na posição 1955. Nos outros isolados, a mutação resultou em uma variante 

diferente (a saber: variante um do domínio SPAM da MSPDBL-2), que esteve presente 

em todas as localidades estudadas. As sequências para o domínio SPAM da 

MSPDBL-2 podem ser conferidas no anexo VI. 

 

Tabela 10 - Variantes encontradas na população do domínio SPAM da MSPDBL-2 

 

Variantes na população de estudo -  domínio SPAM MSPDBL-2 

A VS 

G V1 

 

 

Figura 21 - Frequência das variantes por localidade SPAM da MSPDBL-2 

 
 

O domínio DBL se apresentou mais conservado com apenas uma mutação 

sinônima, resultando em duas variantes diferentes. A primeira igual a sequência 

referência 3D7 e cinco com uma mutação na porção C-terminal. Os alinhamentos 

podem ser conferidos no Anexo VI. 
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Tabela 11 - Variantes encontradas na população do domínio DBL da MSPDBL-2  

 
Variantes na população de estudo -  domínio DBL MSPDBL-2 

A VS 

C V1 

  

Figura 22 - Frequência das variantes por localidade DBL da MSPDBL-2
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4.4 Análise genética da população 

Após o alinhamento com a sequência do gene pfmspdbl1 com a sequência 

referência 3D7 foram identificados 40 SNPs diferentes. Seis destes sinônimos e 34 

não sinônimos. A diversidade de nucleotídeos (π) para o domínio SPAM da pfmspdbl1 

foi menor (0,00402 ± 0,00088) quando comparado ao domínio DBL (0,00888 ± 

0,00106), como pode ser observado na tabela 12. Do mesmo modo, a diversidade de 

haplótipos (Hd) também foi maior no domínio DBL (0,987 ± 0,015).  Para avaliar se há 

pressão seletiva no gene pfmspdbl1 foi realizado o teste D de Tajima. Os valores 

foram 0,21911 e -0,94999, e não se mostraram significativos, indicando de que não 

há seleção significativa nos domínios do gene pfmspdbl1. Além de analisar as 

sequências dos fragmentos gênicos que codificam os domínios da DBL e SPAM da 

MSPDBL-1 separadamente, também foi analisada a região gênica completa que 

codifica a MSPDBL-1. Porém não foi possível sequenciar o mesmo número de 

amostras para os dois domínios. Podemos observar que a diversidade nucleotídica 

(π) da região codificadora da proteína MSPDBL-1, foi 0,00430 ± 0,00054 (tabela 12), 

menor que o domínio DBL e igual ao domínio SPAM, quando analisados 

separadamente. A diversidade haplotípica (0,994 ± 0,011) foi ligeiramente maior que 

o domínio DBL sozinho e o resultado do teste de neutralidade permaneceu não 

significativo, demostrando não haver seleção significativa no gene pfmspdbl1. 

 

Tabela 12 - Diversidade genética do gene pfmspdbl1 

Análise genética de população do gene mspdbl-1 em isolados da Amazônia Brasileira 

Parâmetros   Domínio DBL Domínio SPAM 
Gene (codificação 

inteira) 

  (N = 31) (N=43) (N = 31) 

Nº de Sítios Segregantes (S) 27 12 38 

Diversidade Nucleotídica (π) ± DP 0,00888 ± 0,00106 0,00402 ± 0,00088 0,00430 ± 0,00054 

Número médio de diferenças nucleotídicas (k) 7,17419 2,07752 9,00215 

Nº de Haplótipos (h)  28 10 29 

Diversidade Haplotípica (Hd) ± DP 0,987 ± 0,015 0,680 ± 0,061 0,994 ± 0,011 

Teste Tajima (D) 0,21911ns -0,94999ns -0,19569ns 

    
DP = Desvio Padrão 

ns não significativo (P > 0.10) 
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A partir do alinhamento do gene pfmspdbl2 com a sequência referência 3D7, 

observamos que o domínio DBL se mostrou conservado e o seu domínio SPAM 

evidenciou apenas 3 mutações. Assim, a diversidade nucleotídica (π) e a diversidade 

haplotípicas (Hd) do domínio SPAM (π= 0,00240 ± 0,00067 e Hd= 0,447 ± 0,093, 

respectivamente) foram maiores que os observados domínio DBL (tabela 13). Foram 

observados 4 haplótipos e  para o domínio SPAM e 2 haplótipos para o domínio DBL. 

O teste D de Tajima para o domínio SPAM foi -0,16614, destarte não apresentando 

seleção significativa nesse domínio. O domínio DBL apresentou o valor do teste de 

Tajima de 0,94981, entretanto também não foi significativo. Assim como fizemos para 

a proteína MSPDBL-1, também analisamos região gênica completa que codifica a 

MSPDBL-2. Pelo fato da impossibilidade de sequenciar um maior número de amostras 

para o domínio DBL da MSPDBL-2, e o número amostral ser extremamente baixo, 

apenas 15 isolados foram considerados para as análises, visto que eram os isolados 

que possuíam ambos os domínios sequenciados. É possível perceber que a 

diversidade nucleotídica da região codificadora da proteína MSPDBL-2 da MSPDBL-

2 foi 0,00046 ± 0,00015 (tabela 13), menor que a dos dois domínios quando analisados 

separadamente. A diversidade haplotípica (0,600 ± 0,113) foi ligeiramente maior que 

os domínio DBL e SPAM sozinhos e o resultado do teste de neutralidade permaneceu 

não significativo, demostrando não haver seleção significativa no gene pfmspdbl2. 

Observando esses dado de diversidade nucleotídica e haplotípica podemos afirmar 

que a proteína MSPDBL-1 é mais diversa que a MSPDBL-2 

  

Tabela 13 - Diversidade genética do gene pfmspdbl2 

 

Análise genética de população do gene mspdbl-2 em isolados da Amazônia Brasileira 

Parâmetros   Domínio DBL Domínio SPAM 
Gene (codificação 

inteira) 

  (N = 17) (N = 33) (N = 15) 

Nº de Sítios Segregantes (S) 1 3 4 

Diversidade Nucleotídica (π) ± DP 0,00050 ± 0,00011 0,00240 ± 0,00067  0,00046 ± 0,00015 

Número médio de diferenças 
nucleotídicas (k) 

0,44118 0,68561 1,04762 

Nº de Haplótipos (h)  2 4 4 

Diversidade Haplotípica (Hd) ± DP 0,441 ± 0,098 0,447 ± 0,093 0,600 ± 0,113 

Teste Tajima (D) 0,94981ns -0,16614ns -0,47574ns 

DP = Desvio Padrão 
ns não significativo (P > 0.10) 
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4.5 Substituições de aminoácidos das MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos isolados 

brasileiros  

As sequências obtidas no presente estudo para a proteína MSPDBL-1 foram 

alinhadas e comparadas com a sequência referência 3D7 (anexo VII) e com isolados 

circulantes em diferentes regiões da Ásia e da África (figuras 23 e 24). Podemos 

perceber alterações de aminoácidos em nosso estudo que também foram observados 

em isolados circulantes em regiões da África e da Ásia. Entretanto, nos isolados do 

nosso estudo foram observadas tanto alterações de aminoácidos que não haviam sido 

descritas nos isolados da África e Ásia, assim como foram observadas trocas de 

aminoácidos nesses isolados Africanos e Asiáticos que não foram evidenciadas no 

nosso estudo. 

As sequências obtidas da proteína MSPDBL-2 no presente estudo foram 

alinhadas e comparadas com a sequência referência 3D7 (anexo VII). Porém, nenhum 

polimorfismo já descrito para essa proteína foi encontrado nos nossos isolados, assim 

como os polimorfismos observados no presente estudo para essa proteína não foram 

descritos em nenhuma localidade e estudo já publicado
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Figura 23 - Sítios de aminoácidos do domínio DBL da MSPDBL-1 presentes em isolados que circulam no Brasil,  África e Ásia, comparando com a 
sequência referência 3D7. 
Adaptado de Hodder et al., 2012 (85).

Cepa

169 175 181 187 193 198 200 205 210 216 231 241* 243 244 249 250 263* 277 291 303 329 341 349 352 356 357 359 360 363 364 365* 373 378 379 382 396* 401 402 404 414 418 442

3D7 G A T L T R I H E E H T I K D M Q R W F L S D K I Q F T D D S K E A H G F E E I K K

GHANA1 (África) K Q

HB3 (Honduras) M I I

IT R G E V R I N G R I

D10 (PNG) G

RO-33 (Ghana) T G N E I N G R I

D6 (Serra Leoa) K Q G N E I N E R I

K1 (Thailandia) G N E R I I

V1-S (Vietnã) T N E

Dd2 

(Indochina/Laos
G R

FCR3 (África) N E I N R I

Santa Lucia (El 

Salvador)

7G8 (Brasil)

Senegal  3404 K

FCB

A4 (Brasil) G N E V R I N G L K K R I

FCR3CSA G N E V R I N G L K K R I

ITG/ICAM R G N E V R I N G L K K R I

RAJ104 R G N E V R I N G L K K R I

CAL-3813 G N E V R I N G L K K R I

Tm90C2A 

(Thailandia)
K G N G L K K R I N

JDP08 G N E V R I N G L K K R I

Isolados AEB T/A P P K F L K L R T R N Q G G F R N E I/V R I S N E S E G P P G R I N

DBL

 Nota: AEB = áreas endêmicas brasileiras. PNG = Papua Nova-Guiné. Sítios em vermelho representam sítios de troca de aminoácidos que não estão presentes nos isolados desse estudo, os 

sítios marcados com * representam substituições sinônimas. Sítios em cinza representam as trocas de aminoácidos que estão presentes em comum com o nosso estudo e os demais isolado. 

Sítios em preto significam trocas de aminoácidos vistas apenas no nosso estudo.
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Figura 24 - Sítios de aminoácidos do domínio SPAM da proteína MSPDBL-1 presentes no 
Brasil e em outras regiões do mundo. 

Adaptado de Wickramarachchi et al., 2004 e Hodder et al., 2012 (84,85). 
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RO-33 (Ghana) K
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RAJ104 K

CAL-3813 E

Tm90C2A (Thailandia) K

JDP08 E

Isolados AEB G/E S E G N K E I Y

 Nota: AEB = áreas endêmicas brasileiras.  Sítios em cinza 

representam as trocas de aminoácidos que estão presentes em 

comum com o nosso estudo e os demais isolado. Sítios em preto 

significam trocas de aminoácidos vistas apenas no nosso estudo. Os 

sítios marcados com * representam substituições sinônimas.

SPAM 



54 

 

 

 

Figura 25 - Sítios de aminoácidos do domínio DBL da proteína MSPDBL-2 em outras regiões do mundo. 
Adaptado de Hodder et al., 2012 (85). 

 

Figura 26 - Sítios de aminoácidos do domínio DBL da proteína MSPDBL-2 em outras regiões do mundo (continuação da figura 25). 
Adaptado de Hodder et al., 2012 (85)
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4.6 Modelagem molecular e predição de epítopos de células B e T 

A modelagem molecular foi realizada por meio do programa Robetta, a partir da 

sequência referência para P. falciparum 3D7. Observando a diversidade identificada 

nos genes de interesse nesse estudo, os nossos dados indicam que esta é mais 

limitada no pfmspdbl-2 e mais ampla no pfmspdbl-1 em isolados de regiões endêmicas 

de malária brasileira. Contudo, as mutações não sinônimas encontradas podem ter 

impacto sobre o dobramento das proteínas assim como influenciar o potencial de 

epítopos preditos. A figura 21 ilustra os epítopos identificados dentro dos dois 

domínios estudados das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. 

  

 

Figura 27 - Estrutura de modelagem e análise in silico de epítopos das MSPDBL-1 e 
MSPDBL-2. Os domínios DBL e SPAM estão destacados na cor amarela e o resto da proteína 
está nas colorações azul e rosa. 
(A) Nos quadrados estão os epítopos preditos para MSPDBL-1. As mutações não sinônimas 
com as respectivas trocas de aminoácido que ocorreram em epítopos preditos da MSPDBL-1 
estão destacadas em vermelho.  (B) Nos quadrados estão os epítopos preditos para MSPDBL-
2 

 

As sequências completas das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram 

analisadas utilizando os algoritmos presentes no Banco de dados de Epítopos Imunes 

(IEDB) e BCpreds para a predição de epítopos, utilizando os seguintes parâmetros: 1) 

polaridade e hidrofobicidade (DNASTAR); 2) exposição na superfície (Escala de 
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acessibilidade a superfície) e 3) propensão antigênica de potenciais epítopos lineares 

presentes nas proteínas (Bcpred). Como mostrado na tabela 12, quinze potenciais 

epítopos lineares B com pelo menos vinte aminoácidos foram identificados nas 

proteínas inteiras (oito epítopos para a MSPDBL-1 e sete epítopos para a MSPDBL-

2). As pontuações de predição variaram entre 0,54 e 1,4. Apenas mutações que 

ocorreram na MSPDBL-1 estavam inseridas em epítopos lineares de células B 

preditos. Levando em consideração que as mutações que ocorreram dentro dos 

epítopos (E1.175-194, E2.396-415, E10.616-635 e E11.508-527), analisamos os 

escores de predição dos epítopos para verificar se essas mutações resultavam em 

algum impacto. Na figura 20 é possível observar a localização dos epítopos na 

estrutura dos genes.  

No domínio DBL da MSPDBL-1 as mutações A181P e I414R  resultaram em um 

ligeiro aumento no escore de predição. Quando a mutação A175T ocorre sozinha, não 

há alteração no escore de predição, no entanto no momento que essa mutação ocorre 

em conjunto com a T181P, há um aumento no escore. Curiosamente, quando a 

mutação A171P ocorre em conjunto com a mutação A187P, o escore de predição cai 

drasticamente para além do ponto de corte do nosso estudo (0,5).  

Ao analisarmos as mutações do domínio SPAM dentro dos epítopos preditos, 

verificamos que a mutação K623E resultou na diminuição do score, enquanto as 

mutações D508G e D508E, levaram a um ligeiro aumento. Interessantemente, a 

mutação L525R sozinha resultou em um grande aumento na pontuação predita, e 

quando em conjunto com a mutação D508E o aumento também foi expressivo.  

Na análise da sequência da proteína inteira para a busca de epítopos T, quinze 

epítopos foram preditos (nove para MSPDBL-1 e seis para MSPDBL-2) (tabela 13), 

entretanto eles se mostraram conservados, visto que não foi observado nenhuma 

mutação não sinônima dentro dos epítopos. Treze epítopos TCD4+ apresentaram a 

pontuação consenso menor que 20 e foram preditos para serem reconhecidos por 

mais que 50% dos alelos de HLA testados. O epítopo EKFIYSYASSEARKL predito 

para a MSPDBL-2 foi considerado um possível epítopo de célula T, pois foi 

reconhecido com a frequência de 82% dos Antígenos do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade (HLA).  
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Figura 28 - Estrutura dos genes pfmspdbl1 e pfmspdbl2. 
Mutações sinônimas e não sinônimas encontradas em nossa população e outras mutações descritas 
foram ilustradas por barras vermelhas e barras amarelas, respectivamente, na estrutura da 
pfMSPDBL-1 (A) e -2 (B). Os quadrados pretos representam os pares de primers utilizados no 
domínio DBL e os quadrados azul os primers utilizados no domínio SPAM. As linhas azuis 
representam epítopos de células B lineares preditos. A letra e o número de cada epítopo indicam o 
aminoácido C-terminal e N-terminal. Os valores de BepiPred representam o escorepredito de epítopo 
linear de células B em haplótipo de tipo selvagem (H1) em relação ao mutante (número vermelho). A 
ferramenta de análise IEDB MHC-I indica a respectiva frequência de ligação de HLA entre 27 HLA 
avaliados. 
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Tabela 14 - Epítopos de células B lineares preditos 

 

Epítopos de célula B 

Proteína Epítopo 
aa 

Inicial 
aa Final Sequência 

PfMSDBL-1  DBL 
(143-443) 

E1 175 194 AVKESSTTNKGVLVPPRRTK 

E2 396 415 GQCDKFEKEKSKYEDTKSIT 

E3 154 173 KNVLSCPPKNSTGRNGDWIS 

PfMSPDBL-1  
SPAM (508-607) 

E14 572 591 EEQQEDIEEDEEELENEGEE 

E10 616 635 EDIEEENKEKELSNQQQSEK 

E13 593 612 KEEDDEEKNETNDTEDTDDT 

E11 508 527 DNVNSVTQRGNNNYNNNLER 

E12 551 570 KLTSKDEEDIIKHNEDVREE 

PfMSPDBL-2 DBL 
(161-457) 

E7 430 449 TLSPSEYLIEKCPECKCTKK 

E9 369 388 KAVCFPKQPRTEANPALTVH 

E5 401 420 EEWYNKRKTEWTEQSIKYNN 

E4 218 237 QDFRTKKKKEGDFEKFIYSY 

E6 172 191 SNLPQCRKNVHERNNWLGSS 

E8 322 341 MCGYQSAQKDNQCTGYGNID 

PfMSPDBL-2 
SPAM (636-732) 

E15 646 665 DIEEETEEETEEETEEEADE 

 

Tabela 15 - Epítopos de células T lineares preditos 

 

Epítopos de célula T CD4 

Proteína aa Inicial aa Final Sequência 
Frequência de HLA 

respondedores 

PfMSDBL1 DBL (143-443) 

89 103 HYKEKNLNALTAIKY 62% 

116 130 DLIDYQITKNINRAL 58% 

94 108 NLNALTAIKYGFSDM 54% 

70 84 NFKEEFVKVALGESN 50% 

183 197 IPQYLRWFREWGTYV 50% 

121 135 QITKNINRALDKILR 50% 

PfMSPDBL2 DBL (161-457) 

71 85 EKFIYSYASSEARKL 81% 

97 111 HQAIRYSFADIGNII 54% 

51 65 LCLRITLQDFRTKKK 50% 

183 197 IPQFLRWFREWGTYV 50% 

126 140 ITYLEKVLKIYNENN 50% 

PfMSPDBL1 SPAM  (508-607) 

133 147 KVDEDSYRILSVSYK 58% 

34 48 TEEKYSLELIKLTSK 58% 

158 172 SIVKKLFSLFNDNNN 54% 

PfMSPDBL2 SPAM (636-732) 727 741 NVHTLVNSIISLLEE 73% 
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5 DISCUSSÃO 

A luta contra a malária tem sido cada vez mais problemática devido á crescente 

resistência do Plasmodium sp. aos antimaláricos e à dispersão de anofelinos 

resistentes aos inseticidas, ressaltando a importância de estratégias alternativas para 

o controle da malária no mundo. Nesse sentido, o desenvolvimento de uma vacina 

antimalárica eficaz, capaz de induzir resposta imune estéril e duradoura torna-se a 

melhor ferramenta para combate a essa doença. Como a patogenia da malária é 

decorrente do estágio eritrocítico do ciclo, as vacinas que são direcionadas ao estágio 

sanguíneo assexuado se tornam promissoras visto que elas impediriam a doença 

clínica diminuindo assim a sua morbidade e mortalidade (118). Entretanto, talvez o 

maior desafio em desenvolver uma vacina focada no estágio eritrocítico assexuado 

seja a extensa diversidade genética, principalmente em proteínas expressas na 

superfície do parasito, que estão sob pressão constante do sistema imune do 

hospedeiro (119).  

A extensa diversidade genética do P. falciparum permanece como um 

obstáculo para alcançar a eliminação da malária. Diversos ensaios clínicos com 

variados antígenos mostraram eficácia limitada das intervenções em diferentes 

tempos e regiões geográficas devido aos polimorfismos genéticos presentes nesse 

parasito (120,121). O genoma do Plasmodium sp. apresenta polimorfismos de 

nucleotídeo único que ocorrem em posições específicas. Foram descritos 

aproximadamente 112.000 SNPs em seu genoma, que são considerados bons 

marcadores moleculares para a identificação e caracterização da sua diversidade 

genética (122,123). 

As proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são dois membros incomuns da família 

PfMSP-3. Essas proteínas são expressas na superfície do merozoíto, aparentemente 

não apresentam domínio transmembrana ou ancoramento por GPI e se associam 

perifericamente com outras MSPs para a formação de um complexo na superfície do 

merozoíto. Embora a sua função biológica ainda não tenha sido completamente 

elucidada, elas apresentam um papel na ligação do merozoíto com o eritrócito (84). 

Estudos realizados em áreas de alta endemicidade de malária mostraram que 

anticorpos contra as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estão associados com a proteção 

contra malária clínica (86,94) e que esses anticorpos são capazes de inibir o 

crescimento do parasito in vitro, sugerindo seu importante papel na imunidade 

antimalárica (80,86,95). Considerando que a extensa diversidade genética exibida 
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pelo P. falciparum pode ser um fator importante para a evasão do parasito ao sistema 

imune do hospedeiro (41), a presença de polimorfismos nas regiões genéticas que 

codificam as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pode modular as respostas imune 

celular e humoral específicas. Assim, a identificação e avaliação de polimorfismos nas 

regiões potencialmente antigênicas das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em 

isolados de P. falciparum que circulam em áreas endêmicas brasileiras torna-se de 

fundamental importância visto que os isolados que circulam no Brasil podem 

apresentar características genéticas diferentes dos isolados que circulam em outras 

áreas endêmicas de malária. Assim, no presente estudo nos propomos identificar e 

avaliar os polimorfismos em genes que codificam as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-

2 isolados de P. falciparum que circulam em áreas endêmicas de malária da Amazônia 

Brasileira, com diferentes níveis de transmissão. A avaliação da diversidade genética 

pode contribuir e ressaltar o potencial das proteínas MSPDBL-1 e -2 como candidatas 

a vacina antimalárica. Esse é o primeiro trabalho que descreve os polimorfismos 

existente nas regiões genéticas que codificam os domínios DBL e SPAM que 

caracterizam essas proteínas em isolados brasileiros.  

 

A identificação dos polimorfismos foi realizada em 65 isolados provenientes de 

três cidades da Amazônia Brasileira: Mâncio Lima e Cruzeiro do Sul, no Acre, e 

Guajará no Amazonas. Essas áreas foram selecionadas pois estão entre as 10 

cidades que concentram 70% da malária por P. falciparum no país. Cruzeiro do Sul e 

Mâncio Lima são consideradas áreas de alta endemicidade de malária (IPA > 50) e 

Guajará é considerada área de média endemicidade (IPA >10 e < 50). Pelo fato de 

polimorfismos que ocorrem naturalmente em loci de candidatos vacinais serem 

determinantes críticos da eficácia de proteção das vacinas, é de suma importância 

investigar esses polimorfismos em isolados de campo.  

 

A análise por PCR evidenciou a presença de apenas um fragmento para cada 

um dos domínios das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2, não sendo observados 

polimorfismos de tamanho nos fragmentos amplificados. Dos 65 isolados coletados, 

respectivamente, 45 e 43 foram amplificados com sucesso para as regiões SPAM e 

DBL da MSPDBL-1 e 49 e 33 foram amplificados com sucesso para as regiões SPAM 

e DBL da MSPDBL-2. A não amplificação bem-sucedida dos fragmentos de interesse 

em todos os isolados pode ser devido à presença de polimorfismos no sítio de 
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anelamento dos primers que impediria o anelamento correto e a posterior etapa de 

extensão do dna (124). 

    

As MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são duas proteínas que exibem um dos maiores 

níveis de diversidade de sequência encontradas do genoma de P. falciparum, sendo 

a maioria desses polimorfismos localizados dentro seu domínio DBL (93). No nosso 

trabalho, a análise do sequenciamento mostrou um extenso polimorfismo no gene que 

codifica a MSPDBL-1, contrastando com uma relativa conservação do gene que 

codifica a MSPDBL-2. A análise das sequências do gene que codifica o domínio DBL 

da proteína MSPDBL-1 demonstrou diversidade, visto que todos os isolados 

sequenciados apresentaram polimorfismos de um único nucleotídeo. Descrevemos 40 

polimorfismos em sítios nucleotídicos, gerando 34 substituições não sinônimas e 6 

substituições sinônimas. Para a região do gene que codifica o domínio SPAM da 

MSPDBL-1, foram identificados 12 polimorfismos, resultando em 10 mutações não 

sinônimas e duas substituições sinônimas. Em contraste, para a MSPDBL-2, a região 

gênica que codifica o domínio SPAM, apresentou apenas três polimorfismos que 

resultaram em alteração de dois aminoácidos, enquanto na região gênica que codifica 

o domínio DBL foi observado apenas um polimorfismo resultando em mutação 

sinônima. A grande diversidade genética da MSPDBL-1 pode indicar que essa 

proteína esteja sob forte pressão seletiva para acumular mutações (93), fato 

consistente com a sua localização na superfície do parasito. Proteínas que se 

localizam na superfície do parasito são alvos da resposta imunológica do hospedeiro, 

logo a geração de diversidade atua como um mecanismo de evasão do parasito ao 

sistema imune (125). A relativa conservação do gene que codifica a MSPDBL-2 

sugere a importância dessa região da proteína para o desenvolvimento e/ou 

viabilidade do parasito. No entanto em um trabalho que foi realizado., é importante 

ressaltar que o número de isolados sequenciados com sucesso para a MSPDBL-2 foi 

extremamente baixo, principalmente para o domínio DBL, tornando necessário o 

aumento do número de isolados sequenciados.  

   

Embora estudos tenham mostrado que as MSPDBLs apresentam um papel 

importante na ligação do merozoíto com o eritrócito (84), sua função biológica ainda 

não foi completamente elucidada. Estudos recentes têm demonstrado que 

polimorfismos presentes nos genes pfmspdbl1 e pfmspdbl2 estão associados à 

resistência e/ou susceptibilidade às drogas antimaláricas. Polimorfismo no códon 591 
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(C591S) do gene mspdbl2 está associado com aumento da resistência à halofantrina, 

mefloquina e lumefantrina (126,127).  Diversos SNPs no gene msbdbl1, incluindo SNP 

no códon 359 observado nos 31 isolados sequenciados no nosso estudo, estão 

associados a resposta a cloroquina e lumefantrina (127–130). Estudos se fazem 

necessários para avaliar a associação entre polimorfismos nos genes que codificam 

as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e a susceptibilidade às drogas antimaláricas, visto que a 

identificação de marcadores moleculares e genes potencialmente associados à 

resistência aos antimaláricos são de importância em termos de vigilância 

epidemiológica.         

 

A grande maioria dos polimorfismos observados nesse estudo se encontra no 

domínio DBL, enquanto o domínio SPAM aparentemente permaneceu mais 

conservado com apenas doze polimorfismos evidenciados na MSPDBL-1 e três na 

MSPDBL-2. Esses dados são corroborados pelo índice de diversidade genética, em 

que a diversidade nucleotídica foi alta (10-3) para o domínio DBL da MSPDBL-1 e 

muitíssimo baixa para o mesmo domínio da MSPDBL-2. Esses dados da MSPDBL-2 

discordam da literatura, em que esse domínio é retratado como polimórfico. Outras 

proteínas que fazem parte da família MSP-3 (MSP-3 e MSP-6) também possuem um 

domínio SPAM na sua região C-terminal e assim como observado nos isolados 

coletados nas áreas do nosso estudo, o domínio SPAM dessas proteínas apresenta 

alto nível de conservação nas suas sequências, que foi demonstrado elicitar 

anticorpos de reatividade cruzada que têm como alvo múltiplos membros da família 

MSP-3 (80,131). De forma contrária, o domínio DBL, que está presente também em 

membros da família EBL e EMP1 de P. falciparum (132) e na família de proteínas 

EBPs de P. vivax (133) apresenta natureza polimórfica em isolados de campo de 

diversos países do mundo. A diversidade genética dessas proteínas em áreas 

hiperendêmicas de malária tornam-se fator limitante na aquisição de imunidade 

protetora e assim desafiador na utilização de tais proteínas para o desenvolvimento 

de vacinas. A análise dos isolados do nosso estudo revelou um grande número de 

mutações não sinônimas dentro da região DBL da proteína MSPDBL-1, fato já 

observado anteriormente em trabalhos realizados com isolados africanos (84,85), 

sugerindo pressão do sistema imune nesse domínio ou de outras forças que atuam 

gerando diversidade genética. 
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A pequena distância entre as cidades de Mâncio Lima, Cruzeiro do Sul e 

Guajará permitem grande fluxo de genes do genoma P. falciparum entre as 

populações, fator que associado a migração de pessoas, propicia a diversidade 

genética do parasito e favorece a difusão de cepas parasitárias (134), corroborando 

com essa informação não foi possível observar diferença no padrão de polimorfismos 

dos isolados das três localidades estudadas. Ao compararmos as sequências obtidas 

nos isolados que circulam em área endêmica brasileira com as sequências obtidas de 

isolados de diferentes regiões da África e da Ásia, foi possível observar alguns 

polimorfismos foram, até o momento, observados apenas nos isolados brasileiros. 

Entretanto, é importante ressaltar que 12 polimorfismos observados região genética 

que codifica o domínio DBL da MSPDBL-1 dos isolados brasileiros também foram 

identificados em isolados provenientes da Tailândia, Papua Nova-Guiné e Serra Leoa 

(84). Os polimorfismos descritos para o domínio SPAM da MSPDBL-2 nos isolados 

brasileiros não foram observados nos isolados de outras regiões geográficas. Alguns 

trabalhos realizados com isolados proveniente do Senegal (126), e no Kenya (127)  

descreveram a mutação C591S  no domínio SPAM da MSPDBL-2 que está associada 

com resposta do parasito aos antimaláricos, como a lumefantrina. Não obstante, esse 

polimorfismo específico não foi observado nos isolados do presente estudo.  

 

As populações de P.falciparum tanto na Amazônia Brasileira como em países 

do continente africano e asiático se estruturam de formas diferentes. Em um estudo 

realizado por Anderson et al. (1998) (135) utilizando dados de microssatélites em nove 

localidades diferentes (três do continente Africano, três da América do Sul e três da 

região do Pacífico/Ásia) foi identificado um espectro de estruturação populacional em 

que os países sul-americanos apresentaram menor diversidade genética que as três 

localidade africanas e altos níveis de variação geográfica entre as localidades da 

América do Sul. Machado et al. (2004) (136) também observou que de uma área para 

outra não há fluxo populacional e um grau de endocruzamento muito alto entre 

populações de P. falciparum na Amazônia Brasileira. A pouca distância entre as 

populações estudadas e a estruturação populacional do parasito nas áreas estudadas 

da Amazônia Brasileira podem influenciar no perfil de resistência a drogas e até 

mesmo no perfil de resposta imune, visto que pode nos ajudar a avaliar de que forma 

os polimorfismos encontrados no nosso estudo podem ser fixados ou modificados 

durante um período de tempo. Além do mais, a colonização e estruturação das regiões 

podem explicar o padrão diferenciado de polimorfismos observados na África e na 
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Amazônia Brasileira, visto que diversos polimorfismos foram descritos apenas no 

nosso estudo enquanto há polimorfismos presentes na África que não foram 

encontrados aqui. 

 

Não há muitos estudos sobre essas as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2, logo 

devemos considerar a possibilidade de que os polimorfismos observados no presente 

estudo possam existir em outras áreas endêmicas de malária do mundo e até mesmo 

do Brasil, contudo, por diversas razões metodológicas ainda não foram descritas. Uma 

das limitações do nosso trabalho foi justamente a escassez de amostras de P. 

falciparum. No Brasil, os casos de malária são majoritariamente causados por P. vivax. 

Por mais que Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará sejam consideradas de alta e 

média endemicidade para P. falciparum, a casuística inicial no presente trabalho, 65 

isolados, é baixa. Além da quantidade reduzida de isolados, a dificuldade na 

amplificação e sequenciamento com os primers desenhados para esse trabalho, 

representa um fator limitante do estudo. 

 

Em áreas de alta endemicidade de malária, os indivíduos podem ser infectados 

simultaneamente com mais clones do parasito, o que tem sido chamadas de infeções 

multiclonais e policlonais (137,138). Essas infecções multiclonais têm sido 

evidenciadas tanto por análise de amplificação gênica por PCR (polimorfismo de 

tamanho de fragmento amplificado), quanto por análise de sequenciamento. No nosso 

trabalho não foram observados  polimorfismos de tamanho em relação aos fragmentos 

amplificados para os domínios SPAM e DBL das MSPDBL-1 e MSPDBL-2. Esse dado 

também foi confirmado por análise de sequenciamento que evidenciou, em cada um 

dos isolados, a presença de apenas uma sequência para cada uma das regiões 

gênicas que codificam MSPDBL-1 e MSPDBL-2. 

 

 Genes de P. falciparum que codificam para proteínas que são reconhecidas 

por anticorpos presentes no soro humano estão sob forte pressão seletiva para 

acumular mutações (139). Partindo dessa premissa e pelo fato que as proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são amplamente reconhecidas por anticorpos presentes no 

soro de indivíduos residentes em áreas endêmicas brasileiras de malária, avaliamos 

a possibilidade dos genes que codificam as MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estarem 

sofrendo pressão seletiva. Além da pressão seletiva outras forças como deriva 

genética, mutação, endocruzamento, recombinação, efeitos gargalos e isolamento por 
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distância atuam no aumento e/ou redução da variabilidade genética de uma 

população. Em um estudo realizado em 5 municípios do estado do Acre e Pará, em 

áreas muito próximas a nossa área de estudo foi possível observar que não havia 

cruzamento entre as localidades estudadas contudo havia alto grau de 

endocruzamento. Essas populações estudadas também não apresentavam 

evidencias de severo efeito gargalo (136).  Não observamos diferenças no padrão de 

polimorfismo entre as três localidades estudas, fato que está em concordâncias com 

estudos prévios na região amazônica em que não foi possível observar isolamento 

por distância (136,140) ou grande diferença entre populações com pouca distância 

entre si.  

 

A análise dos genes pfmspdbl1 e pfmspdbl2 evidenciou uma gama de 

mutações que contribuíram para a geração de variabilidade haplotípica e nucleotídica. 

Essa variedade haplotípica e nucleotídica é uma das formas do parasito de evadir o 

sistema imune do hospedeiro, através da acumulação de mutações não-sinônimas, 

que irão acarretar variação adaptativa, mantida pela seleção balanceadora (93). O 

propósito do teste D de Tajima é identificar o desvio de neutralidade, ou seja, indicar 

processos como seleção balanceadora, expansão populacional e varreduras 

seletivas. Valores positivos para o teste D de Tajima (TDT) são indicativos de seleção 

balanceadora na população enquanto valores negativos são indicativos de seleção 

purificadora (109). Em outros estudos que consideraram outras populações na África 

(93), as duas proteínas mostraram valores excepcionalmente altos no teste de Tajima, 

sugerindo que elas estão sob seleção balanceadora. Entretanto, em nosso estudo, na 

análise genética da população comparando os dois domínios separados e os dois 

domínios juntos o domínio DBL da MSPDBL-1 e da MSPDBL-2 foi o único que 

apresentou valor positivo para o TDT, contudo não observamos valores 

estatisticamente significantes, indicando de que não há seleção significativa nos 

domínios dos genes pfmspdbl1 e pfmspdbl-2. 

  

Polimorfismos em muitos antígenos são causados por variações na sequência 

de repetições em tandem, que é característica de muitos antígenos plasmodiais e que, 

frequentemente, constituem regiões imunodominantes da molécula (141). Entretanto, 

mutações de ponto também têm sido descritas em vários antígenos com ou sem 

sequências repetitivas (142). Polimorfismos genéticos em regiões que codifiquem 

epítopos imunodominantes podem alterar o escore de reconhecimento dos epítopos 
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de células B e T, ou até mesmo interromper completamente a resposta imune, sendo 

um ponto crucial no desenvolvimento de uma vacina antimalárica pelo potencial de 

geração de mecanismos de escape do parasito ao sistema imune do hospedeiro 

(80,143). Assim, nosso trabalho também avaliou a predição in sílico, de epítopos de 

células T e B imunodominantes das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2, considerando 

a sequência referência 3D7, e avaliou o possível impacto de mutações de base única 

na predição desses epítopos. 

 

Inicialmente, com base na sequência completa das MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

foram preditos 15 epítopos lineares de células B (8 da MSPDBL-1 e 7 da MSPDBL-

2).  A variação de aminoácidos nas regiões potencialmente antigênicas de células B 

foi observado apenas na MSPDBL-1, sendo mais um indício de que essa proteína 

está sob pressão seletiva do sistema imune. A maioria das mutações não sinônimas 

não resultou em grande alteração no potencial dos epítopos preditos. Contudo, as 

mutações A175T e L187P quando ocorrem juntas, causam a drástica diminuição do 

escore do epítopo, excluindo-o de ser potencial epítopo. Curiosamente, duas 

mutações (L525R e D508E) aumentam o escore de predição. Mutações que ocorrem 

dentro dos possíveis epítopos de células B podem influenciar e modificar no 

reconhecimento desses epítopos, sendo justamente um mecanismo de evasão por 

variação antigênica, evitando o reconhecimento por anticorpos (144). Além dos 

epítopos de células B, a partir da sequência referência 3D7 também foram 

identificados 14 epítopos de células T (9 para MSPDBL-1 e 5 para a MSPDBL-2), os 

quais são reconhecidos pelas moléculas dos antígenos do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade com frequência que variou entre 50 e 82%, e a pontuação 

consenso menor que 20. Sete mutação não sinônimas estavam localizadas nesses 

epítopos de células T, salientando a capacidade do parasito de gerar mutações 

randômicas que podem ou não favorecer a diversidade em regiões epitópicas 

envolvidas na proteção (80). Embora estudos tenham demonstrado que polimorfismos 

presentes em epítopos preditos não alteram os escores de antigenicidade do epítopo 

(145,146), outros estudos têm relatado que substituições de aminoácidos (SNPs), 

podem acarretar a redução da afinidade de ligação até a perda de propensão de 

ligação (147,148). Em nosso trabalho, foi possível observar como tais alterações de 

aminoácidos podem alterar o escore do epítopo, assim como mutações que não 

causam grandes alterações no potencial epítopo predito.  
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Em conjunto, nossos dados mostraram que os isolados de Plasmodium 

falciparum que circulam em Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará apresentam uma 

extensiva diversidade genética embora a região gênica que codifica a MSPDBL-1 

apresente uma maior diversidade genética quando comparada a MSPDBL-2 e que 

polimorfismos de única base que acarretam mutações não sinônimas podem impactar 

os epítopos T e B imunodominantes das MSPDBL-1 e MSPDBL-2, influenciando no 

desenvolvimento de uma resposta imune específica. Nossos dados ressaltam a 

importância das MSPs como candidatas vacinais, entretanto, avaliar polimorfismos 

genéticos, mesmo que limitados, em regiões que codifiquem epítopos 

imunodominantes, é um ponto crucial no desenvolvimento de uma vacina antimalárica 

pelo potencial de geração de mecanismos de escape do parasito ao sistema imune 

do hospedeiro. 
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6 CONCLUSÕES 

Nossos estudos mostraram que: 

• Os isolados de Plasmodium falciparum que circulam em Cruzeiro do Sul, 

Mâncio Lima e Guajará apresentam uma extensiva diversidade genética. 

• A região gênica que codifica a MSPDBL-1 apresenta uma maior diversidade 

genética quando comparada a MSPDBL-2, principalmente na região gênica 

que codifica o domínio DBL.  

• Análise de predição in sílico de epítopos B e T imunodominantes, considerando 

a sequência referência 3D7, evidenciaram 14 epítopos de células B e 14 

epítopos de células T que são reconhecidos com frequência de 50 a 82 % dos 

Antígenos do Complexo Principal de Histocompatibilidade. 
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7 PERSPECTIVAS 

Como perspectivas pretendemos: 

 

• Avaliar e validar o perfil diferencial da resposta imune contra os epítopos B e T 

mutados preditos in sílico. 

• Desenhar novos primers para amplificar as regiões gênicas que codificam os 

domínios SPAM e DBL da MSPDBL-1 e da MSPDBL-2 dos isolados que não 

foram amplificados e/ou sequenciados. 

• Aumentar o número de isolados coletados em Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e 

Guajará. 

• Avaliar o polimorfismo da região gênica que codifica as MSPDBL-1 e MSPDBL-

2 em outras áreas endêmicas brasileiras de malária. 
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9 ANEXO I – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – MALÁRIA  
 

                     

 

                        

                                                                                                                                                             
   

 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – MALÁRIA  

 
 

Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  
 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto Oswaldo 
Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) Manguinhos - 
Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 
 
Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta imunológica contra 
proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 

Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do polimorfismo genético das proteínas 
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de Plasmodium falciparum e o seu impacto nos epítopos B 
e T imunodominantes 
Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 
 
Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety Pratt 
Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius Guimarães de 
Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado 
 
Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz Fundação Oswaldo 
Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-900. 
 
Telefones: (21)- 38658135   Fax: (21) 38658145 
 
Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsáveis pelo projeto de pesquisa 
intitulado “Estudo da resposta imunológica contra proteínas que são candidatas à vacina 
contra a malária”, estamos fazendo um convite para você participar como voluntário deste 
nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter um melhor conhecimento da malária. A 
malária é uma doença transmitida por mosquito e que causa momentos de febre alta e 
calafrios após os quais a pessoa fica cansada e sem forças para trabalhar.  Além de verificar 
se você tem esta doença, vai saber que parasitos causam esta doença e quais os tipos de 
respostas imunológica do organismo são benéficas. A sua participação como voluntário será 
apenas para doar sangue antes do tratamento. 
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Para a realização do projeto serão feitos os seguintes exames, procedimentos e 
tratamentos com os seguintes objetivos: 
Exame de sangue – Para diagnosticar malária, a retirada do seu sangue poderá ser feita na 
veia do antebraço ou no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe da 
pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha descartável e tubo 
de coleta de sangue e será tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum outro 
momento da pesquisa ser solicitado para outra nova coleta de sangue.  O sangue coletado 
no dedo será feito fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta descartável na mão 
escolhida para o exame. As gotas de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para 
ser examinada no microscópio.   
 
Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados com a retirada 
de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidão”) no local da punção, com duração de 
3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o uso de seringa, agulha e 
gaze descartável assim como álcool para assepsia local, entre outros.  
 
Benefícios diretos e indiretos: Em caso de busca ativa, serão realizados exames para o 
diagnóstico da malária nos participantes da pesquisa. Com o diagnóstico da malária você será 
orientado a procurar a Unidade de Saúde responsável pelo atendimento na localidade, para 
avaliação médica e tratamento. O tratamento será o normalmente usado para casos desse 
tipo. Todas as informações de tratamento serão dadas pelo profissional de saúde (médico e 
o enfermeiro responsável pela assistência) e qualquer alteração deverá ser comunicada ao 
pessoal responsável que verificará a necessidade de cuidados locais.  
 
Os resultados desse estudo não o beneficiarão diretamente, mas poderão, no futuro, 
beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em pacientes com malária tem 
apontado para um importante papel de algumas células e fatores do organismo (imunológicos) 
na evolução das doenças. O conhecimento destas respostas poderá ser importante para se 
tentar prever a evolução da doença e com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no 
futuro, ajudar no desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto, 
mais estudos são necessários para tentar esclarecer o seu papel na regulação da resposta 
imune levando à cura ou à proteção.  
 
Após o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, você responderá a um 
questionário, que será aplicado por um dos membros da equipe de investigadores, onde serão 
anotados seus dados pessoais, observações clínicas e dados epidemiológicos. Os dados 
tomados neste questionário serão utilizados única e exclusivamente para geração de dados 
para este projeto. Suas informações neste questionário serão sigilosas e você receberá um 
número de registro para impossibilitar a sua identificação. Esse questionário ficará sob a 
guarda do Laboratório de Pesquisas em Malária do Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz/RJ. O 
acesso a qualquer informação do questionário estará restrita à coordenadora do projeto. 
 
Os dados e todas as informações dadas por você estão submetidos às normas éticas 
destinadas à pesquisa envolvendo seres humanos, do Comitê de Ética em Pesquisa – 
CEP/Fiocruz do Ministério da Saúde. Os resultados do estudo poderão ser publicados sem 
revelar a sua identidade e o acesso e a análise dos dados coletados se farão apenas pelos 
pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participação é inteiramente voluntária e você é 
livre para recusar a participar, assim como para desistir de participar deste estudo a qualquer 
momento, sem prejuízo para seu acompanhamento ou sofrer quaisquer sanções ou 
constrangimentos.  
 
A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa e 
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessários 
para a participação na pesquisa serão assumidos pelos pesquisadores. Fica também 
garantido um pagamento em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participação 
na pesquisa. O material coletado para realização dos exames será devidamente 
acondicionado em nitrogênio líquido ou freezer -70ºC e ficará sob a guarda da coordenadora 
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do projeto, no Laboratório de Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos 
até que todos os experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para 
repetição de testes para confirmação de dados.  
 
 
Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a qualquer momento 
que achar necessário, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: Dr. Marcelo Urbano 
(11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos Lacerda em Manaus (92) 
21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, 
ou para a coordenadora do projeto Dra Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-
8115. Você poderá ainda entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação 
Oswaldo Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões 
éticas relacionadas a essa pesquisa.  
 
Eu, ____________________________________________________________ aceito 
participar do estudo, consinto que os procedimentos de coleta acima descritos sejam 
realizados em minha pessoa e autorizo o depósito, armazenamento e utilização do material 
coletado para a realização deste estudo. Atesto que assinei duas vias do termo de 
consentimento de igual teor e fiquei com uma via.  
 
_________________________________________Data:___________ 
Assinatura do Pesquisador 
 
_________________________________________Data:___________ 
Assinatura Testemunha 
 
_________________________________________Data: ___________ 
Assinatura do voluntário 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em caso de analfabetismo ou 

impossibilidade de assinar, 

inserir impressão digital. 
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ANEXO III - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) 
    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                  

 
    

 
 

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) 

 
Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  
 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto Oswaldo 
Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) Manguinhos - 
Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 
 
Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta imunológica contra 
proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 
Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do polimorfismo genético das proteínas 
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de Plasmodium falciparum e o seu impacto nos epítopos B e T 
imunodominantes 

 
Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 
 
Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety Pratt 
Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius Guimarães de 
Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado 
 
Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz Fundação Oswaldo 
Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-900. 
 
Telefone: (21) 3865-8135  Fax: (21) 3865-8145 

 
Você está sendo convidado para participar como voluntário da pesquisa intitulada “Estudo da 
resposta imunológica contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária”. Seus 
pais ou responsável legal por você permitiu que você participasse.  Entretanto, você não 
precisa participar da pesquisa se não quiser, é um direito seu não tendo nenhum problema se 
decidir desistir. 
 
Esta pesquisa tem o objetivo de saber se você tem malária, doença que ocorre na região onde 
você mora.  A malária é uma doença transmitida por mosquito e causa momentos de febre 
alta e calafrios após os quais a pessoa fica cansada e sem forças para trabalhar. Caso você 
seja portador desta doença você será orientado a procurar uma Unidade de Saúde 
responsável pelo atendimento na localidade, para avaliação médica e tratamento. O 
tratamento será o normalmente usado para casos desse tipo. Todas as informações de 
tratamento serão dadas pelo profissional de saúde (médico e o enfermeiro responsável pela 
assistência) e qualquer alteração deverá ser comunicada ao pessoal responsável que 
verificará a necessidade de cuidados locais.  
 
Para diagnosticar malária, a retirada do seu sangue poderá ser feita na veia do antebraço ou 
no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe da pesquisa. A coleta 
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de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha descartável e tubo de coleta de 
sangue e será tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum outro momento 
da pesquisa você ser solicitado para outra nova coleta de sangue.  O sangue coletado no 
dedo será feito fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta descartável na mão 
escolhida para o exame. As gotas de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para 
ser examinada no microscópio.   
 
Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados com a retirada 
de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidão”) no local da punção, com duração de 
3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o uso de seringa, agulha e 
gaze descartável assim como álcool para assepsia local, entre outros.  
 
Uma coisa boa de participar desse projeto de pesquisa é saber se você tem essa doença e 
receber o tratamento pela Unidade de Saúde responsável pelo atendimento na localidade.  
 
Ninguém saberá que você está participando da pesquisa, não falaremos a outras pessoas, 
nem daremos a estranhos as informações que você nos der. Os resultados serão publicados, 
mas sem identificar os participantes da pesquisa. 
 
A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa e 
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessários 
para a participação na pesquisa serão assumidos pelos pesquisadores. Fica também 
garantido um pagamento em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participação 
na pesquisa. O material coletado para realização dos exames será devidamente 
acondicionado em nitrogênio líquido ou freezer -70ºC e ficará sob a guarda da coordenadora 
do projeto, no Laboratório de Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos 
até que todos os experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para 
repetição de testes para confirmação de dados. 
 
 
Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a qualquer momento 
que achar necessário, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: Dr. Marcelo Urbano 
(11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos Lacerda em Manaus (92) 
21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, 
ou para a coordenadora do projeto Dra Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-
8115. Você poderá ainda entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação 
Oswaldo Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões 
éticas relacionadas a essa pesquisa.  
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 Eu, __________________________________________________________fui informado 
sobre o projeto de maneira clara e tendo o consentimento já assinado pelo meu 
pai/responsável, declaro que concordo participar desta pesquisa. Consinto que os 
procedimentos de coleta acima descritos sejam realizados em minha pessoa e autorizo o 
depósito, armazenamento e utilização do material coletado para a realização deste estudo. 
Atesto que assinei duas vias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via.  

 
 
   ______________________________________________Data:__________ 
Assinatura do Pesquisador 
 
_______________________________________________Data:_________ 
Assinatura Testemunha 
 
_______________________________________________ Data:_________ 
Assinatura Responsável 
 
 _______________________________________________Data: _________ 
Assinatura do menor voluntário 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Em caso de impossibilidade de 

o menor assinar inserir 

impressão digital 

  

Em caso de impossibilidade de 

o responsável assinar inserir 

impressão digital 
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ANEXO IV - QUESTIONÁRIO 

    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                   
    

 

REGISTRO N                   Data: 

 

PROJETO: Avaliação do polimorfismo genético das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-
2 de Plasmodium falciparum e o seu impacto nos epítopos B e T imunodominantes 
 

SEXO:  F      M 

IDADE:                NATURALIDADE:                               PROCEDÊNCIA: 

ENDEREÇO ATUAL:  

NÚMERO DE RESIDENTES NO ENDEREÇO ATUAL: 

PROFISSÃO: 

TEMPO DE RESIDÊNCIA (ANOS):  

Área endêmica (anos) :                                      (anos): 

HISTÓRIA PREGRESSA DE MALÁRIA 

NÚMERO DE INFECÇÕES ANTERIORES DE MALÁRIA: 

Espécies:  P. falciparum      P. vivax      P. malariae        Nenhuma       Não lembra 

NÚMERO DE INFECÇÕES NO ÚLTIMO ANO: 

Espécies:  P. falciparum   P. vivax    P. malariae     Nenhuma   Não lembra 

DATA DA ÚLTIMA INFECÇÃO:                                         

Espécies:  P.falciparum    P. vivax    P. malariae     Nenhuma    Não lembra 

LOCAL PROVÁVEL DE INFECÇÃO: 

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?:  Sim     Não 

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALÁRIA:   Sim         Não          Data: 

MALÁRIA GRAVE NA FAMÍLIA:   Sim           Não                       Data:                                             

OBS: 

 

TEM ALGUÉM NA FAMÍLIA COM MALÁRIA OU QUE TEVE MALÁRIA RECENTEMENTE?   Sim   

 Não    Data:               

 

 

 

Centro de Pesquisa, Diagnóstico e Treinamento em 

Malária/CPD-Mal 

Laboratório de Pesquisas em Malária - IOC/Fiocruz 

Instituto Oswaldo Cruz – FIOCRUZ  



103 

EXPOSIÇÃO A INFECÇÃO MALÁRICA 

LOCALIZAÇÃO DA CASA 

 Floresta                 Coleção d’água            Cidade      Nenhuma 

TIPO DE CASA (proteção em relação ao contato com mosquito) 

 Boa                 Parcial                  Nenhuma   

ATIVIDADES AO AMANHECER: 

ATIVIDADES AO ANOITECER: 

SABE COMO A MALÁRIA É TRANSMITIDA? 

   Sim      Não      Foi  informado      Foi  informado, mas não acredita   

COMO?: 

USO DE MEDIDAS PROFILÁTICAS 

 Mosquiteiro      Inseticida    antimaláricos     Outras      Nenhuma 

Data da última borrifação de inseticida (FNS):  

INFECÇÃO ATUAL 

SINTOMAS 

 Febre    Cefaléia     Calafrios    Náusea/Vômito    Mialgia     Artralgia          Sudorese   

Nenhum 

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS: 

DIAGNÓSTICO:   P. falciparum      P. vivax      P. malariae        Nenhuma     

PARASITEMIA: 

LOCAL PROVÁVEL DE INFECÇÃO: 

RECEBEU TRANSFUSÃO DE SANGUE?:   Sim   Não                 Data: 

É DOADOR DE SANGUE?:  Sim   Não                 Data da última doação: 

 

COLETA DE MATERIAL BIOLÓGICO 

 GOTA ESPESSA    DISTENSÃO SANGUÍNEA     SANGUE     
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ANEXO V - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – 

CONTROLE 

    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                   

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – 

CLINICAMENTE SADIOS (CONTROLES) 

 

Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  

 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto 

Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) 

Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: 

cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 

Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta imunológica 

contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 

Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do polimorfismo genético das 

proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de Plasmodium falciparum e o seu impacto nos 
epítopos B e T imunodominantes 

 

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 

 

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety 

Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius 

Guimarães de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado 

 

Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz Fundação 

Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 

21040-900. 

 

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

 

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

pesquisa intitulado “Estudo da resposta imunológica contra proteínas que são 

candidatas à vacina contra a malária”, estamos fazendo um convite para você 

participar como voluntário deste nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter 
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um melhor conhecimento da malária. A malária é uma doença transmitida por 

mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios após os quais a pessoa fica 

cansada e sem forças para trabalhar.  Além de verificar se você tem esta doença, vai 

saber que parasitos causam esta doença e quais os tipos de respostas imunológica 

do organismo são benéficas. A sua participação como voluntário será apenas para 

doar sangue. 

  

Para a realização do projeto serão feito os seguintes exames, procedimentos 

com os seguintes objetivos: 

 

Exame de sangue – O exame de sangue para exclusão da infecção malárica será 

realizado após a retirada do seu sangue que poderá ser feita na veia do antebraço ou 

no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe da pesquisa. A 

coleta de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha descartável e tubo de 

coleta de sangue e será tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum 

outro momento da pesquisa ser solicitado para outra nova coleta de sangue.  O 

sangue coletado no dedo será feito fazendo um furinho no dedo médio com uma 

lanceta descartável na mão escolhida para o exame. As gotas de sangue serão 

colocadas em uma lâmina de vidro para ser examinada no microscópio.   

 

Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados com a 

retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidão”) no local da punção, 

com duração de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o 

uso de seringa, agulha e gaze descartável assim como álcool para assepsia local, 

entre outros.  

 

Benefícios esperados: Os resultados desse estudo não o beneficiarão diretamente, 

mas poderão, no futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em 

pacientes com malária tem apontado para um importante papel de algumas células e 

fatores do organismo (imunológicos) na evolução das doenças. O conhecimento 

destas respostas poderá ser importante para se tentar prever a evolução da doença e 

com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no futuro, ajudar no 

desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto, mais 

estudos são necessários para tentar esclarecer o seu papel na regulação da resposta 

imune levando à cura ou à proteção.  

 

Após o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, você responderá a um 

questionário, que será aplicado por um dos membros da equipe de investigadores, 

onde serão anotados seus dados pessoais, observações clínicas e dados 

epidemiológicos. Os dados tomados neste questionário serão utilizados única e 

exclusivamente no projeto em questão. Suas informações neste questionário serão 

sigilosas e você receberá um número de registro para impossibilitar a sua 

identificação. Esse questionário ficará sob a guarda do Laboratório de Pesquisas em 

Malária do Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informação do 

questionário estará restrita à coordenadora do projeto. 
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Os dados e todas as informações dadas por você estão submetidos às normas éticas 

destinadas à pesquisa envolvendo seres humanos, do Comitê de Ética em Pesquisa 

– CEP/Fiocruz do Ministério da Saúde. Os resultados do estudo poderão ser 

publicados sem revelar a sua identidade e o acesso e a análise dos dados coletados 

se farão apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participação é 

inteiramente voluntária e você é livre para recusar a participar, assim como para 

desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuízo para seu 

acompanhamento ou sofrer quaisquer sanções ou constrangimentos.  

 

A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer 

despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os 

gastos necessários para a participação na pesquisa serão assumidos pelos 

pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos, 

comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa. O material coletado para 

realização dos exames será devidamente acondicionado em nitrogênio líquido ou 

freezer -70º.C e ficará sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratório de 

Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos até que todos os 

experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para repetição 

de testes para confirmação de dados.  

 

Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a qualquer 

momento que achar necessário, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: 

Dr. Marcelo Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos 

Lacerda em Manaus (92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em 

Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra 

Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-8115. Você poderá ainda entrar 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz/RJ pelo 

telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões éticas relacionadas 

a essa pesquisa.  
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Eu, ____________________________________________________________ 

aceito participar do estudo, consinto que os procedimentos de coleta acima descritos 

sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depósito, armazenamento e utilização 

do material coletado para a realização deste estudo. Atesto que assinei duas vias do 

termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via.  

 

 

 

_________________________________________Data:__________ 

Assinatura do Pesquisador 

 

_________________________________________Data:_________ 

Assinatura Testemunha 

 

_________________________________________Data: _________ 

Assinatura do Voluntário 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em caso de analfabetismo ou 

impossibilidade de assinar 

inserir impressão digital 
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ANEXO VI – ALINHAMENTO DA SEQUÊNCIA REFERÊNCIA 3D7 COM AS SEQUÊNCIAS OBTIDAS NO ESTUDO 
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Alinhamento entre a sequência referência 3D7 (trecho referente ao domínio SPAM) e as sequências nucleotídicas das variantes de Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará referente ao gene pfmspdbl1. A marcação em cinza são os nucleotídeos alterados. Os traços correspondem aos nucleotídeos 
que não se alteraram. 
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Alinhamento entre a sequência referência 3D7 (trecho referente ao domínio DBL) e as sequências nucleotídicas das variantes de Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará referente ao gene pfmspdbl1. A marcação em cinza são os nucleotídeos alterados. Os traços correspondem aos nucleotídeos 
que não se alteraram. 
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Alinhamento entre a sequência referência 3D7 (trecho referente ao domínio SPAM) e as sequências nucleotídicas das variantes de Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará referente ao gene pfmspdbl2. A marcação em cinza são os nucleotídeos alterados. Os traços correspondem aos nucleotídeos 
que não se alteraram. 
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Alinhamento entre a sequência referência 3D7 (trecho referente ao domínio DBL) e as sequências  nucleotídicas das variantes de Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará referente ao gene pfmspdbl2. Os traços correspondem os nucleotídeos que não se alteraram. 
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ANEXO VII – ALINHAMENTO DA SEQUÊNCIA  DE AA  DA REFERÊNCIA 3D7 COM AS SEQUÊNCIAS OBTIDAS NO ESTUDO 

 

 
Comparação entre a sequência referência 3D7 (trecho referente ao domínio SPAM) e as sequências de aminoácidos dos isolados de Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará referente ao gene pfmspdbl1. A marcação em cinza são os aminoácidos alterados. Os traços correspondem os aminoácidos 
que não se alteraram. 



124 

 



125 

 



126 

 
Comparação entre a sequência referência 3D7 (trecho referente ao domínio DBL) e as sequências de aminoácidos dos isolados de Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará referente ao gene pfmspdbl1. A marcação em cinza são os aminoácidos alterados. Os traços correspondem aos aminoácidos 
que não se alteraram. 
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Comparação entre a sequência referência 3D7 (trecho referente a domínio SPAM) e as sequências de aminoácidos dos isolados de Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará referente ao gene pfmspdbl2. A marcação em cinza são os aminoácidos alterados. Os traços correspondem aos aminoácidos 
que não se alteraram. 
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Comparação entre a sequência referência 3D7 (trecho referente ao domínio DBL) e as sequências de aminoácidos dos isolados de Cruzeiro do Sul, 
Mâncio Lima e Guajará referente ao gene pfmspdbl2. Os traços correspondem aos aminoácidos que não se alteraram. 


