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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO: BIOLOGIA PARASITARIA
Marilia Guedes Lima

A maléaria permanece um fardo tremendo para a saude publica mundial, causando
627.000 mortes e gerando morbidade em mais de 241 milhdes de individuos. Em humanos,
a doenca é causada por sete espécies de protozoarios do género Plasmodium, sendo o P.
falciparum a espécie responsavel pelos casos graves e mortalidade. A infeccdo por essa
espécie é preocupante no Brasil, principalmente apds a descricdo de isolados com
susceptibilidade reduzida a derivados de artemisinina no Suriname e Guiana Francesa,
alertando para o risco de surgimento e introducdo de resisténcia a antimalaricos no Brasil.
Nesse contexto, o desenvolvimento de uma vacina tem sido uma das principais estratégias
para enfrentar esse problema. As Proteinas de Superficie do Merozoito de Ligagdo ao Duffy
1 e 2 (MSPDBL-1 e a MSPDBL-2) sdo duas proteinas que se ligam diretamente a Proteina
da Superficie do Merozoito 1 (MSP-1) do parasito, formando um complexo na superficie do
eritrécito através do seu Dominio de Ligacdo ao Duffy (DBL) facilitando a invasédo do P.
falciparum no eritrécito. Estudos mostraram que anticorpos contra MSPDBL-1 e MSPDBL-2
sdo capazes de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro e estdo associados com
protecao contra a maléria clinica, sugerindo um importante papel na imunidade antimalarica.
No presente trabalho, nos propomos a avaliar o perfil da resposta imune humoral contra as
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de P. falciparum e identificar e validar os epitopos
imunodominantes dessas proteinas em individuos naturalmente expostos a malaria,
residentes em &reas endémicas do Acre e Amazonas. Nosso trabalho foi realizado em
Cruzeiro do Sul e Méancio Lima, no Estado do Acre, Guajara, no Estado do Amazonas,
Amazobnia Brasileira. A pesquisa de anticorpos especificos para as proteinas foi realizada
pela técnica de ELISA utilizando proteinas recombinantes correspondentes a regido DBL de
MSPDBL-1 e MSPDBL-2. Os epitopos lineares de células B foram identificados utilizando o
software BcPreds e validados por ELISA, utilizando peptideos sintéticos correspondentes
aos epitopos identificados. Nossos dados mostraram que as proteinas MSPDBL-1 e
MSPDBL-2 sdo amplamente reconhecidas por anticorpos naturalmente adquiridos em
individuos residentes nas areas estudadas e que esses anticorpos sao principalmente
citofilicos (IgG1 e IgG3), fato importante considerando que a aquisicdo de uma imunidade
protetora esta associada aos niveis de IgGl e IgG3. A andlise de predicao identificou 3
epitopos de células B na regidao DBL da MSPDBL-1 (P1, P2 e P3) e 6 epitopos na regido
DBL da MSPDBL-2 (P4, P5, P6, P7, P8 e P9). A grande maioria dos individuos apresentou
anticorpos que reconheciam pelo menos um dos epitopos identificados na predi¢cdo. Os
epitopos imunodominantes foram P3 da MSPDBL-1 e P4 e P5 da MSPDBL-2. Em conjunto,
nossos dados indicam que MSPDBL-1 e MSPDBL-2 podem ser alvos de uma imunidade
naturalmente adquirida.
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Evaluation of the humoral immune response against Merozoite Surface Protein
Duffy-Binding-Like 1 and 2 (MSPDBL-1 and MSPDBL-2) of Plasmodium
falciparum in populations naturally exposed to malaria from endemic areas of
the Brazilian Amazon
ABSTRACT

MASTER'S THESIS: PARASITE BIOLOGY
Marilia Guedes Lima

Malaria remains a tremendous burden on public health worldwide, causing 627,000 deaths
and generating morbidity in more than 241 million individuals. In humans, the disease is
caused by seven species of protozoan parasites of the genus Plasmodium, P. falciparum
being the species responsible for the severe cases and mortality. The infection by this
species is of concern in Brazil, especially after isolates with reduced susceptibility to
artemisinin derivatives were described in Suriname and French Guiana, alerting to 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 face this problem.
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. Studies have shown that antibodies against Mspdbl-1 and Mspdbl-2 are able to
inhibit P. falciparum growth in vitro and are associated with protection against clinical
malaria, suggesting an important role in antimalarial immunity. In the present study, we
propose to evaluate the humoral immune response profile against P. falciparum MSPDBL-1
and MSPDBL-2 proteins and to identify and validate the immunodominant epitopes of these
proteins in individuals naturally exposed to malaria, residing in endemic areas of Acre and
Amazonas. Our work was carried out in Cruzeiro do Sul and Mancio Lima, in the State of
Acre, and Guajara, in the State of Amazonas, Brazilian Amazon. The search for protein-
specific antibodies was performed by ELISA using recombinant proteins corresponding to the
DBL region of MSPDBL-1 and MSPDBL-2. Linear B-cell epitopes were identified using
BcPreds software and validated by ELISA using synthetic peptides corresponding to the
identified epitopes. Our data showed that MSPDBL-1 and MSPDBL-2 proteins are widely
recognized by naturally acquired antibodies in individuals residing in the studied areas and
that these antibodies are mainly cytophilic (IgG1 and IgG3), an important fact considering
that the acquisition of a protective immunity is associated with 1IgG1 and 1gG3 levels.
Prediction analysis identified 3 B-cell epitopes in the DBL region of MSPDBL-1 (P1, P2 and
P3) and 6 epitopes in the DBL region of MSPDBL-2 (P4, P5, P6, P7, P8 and P9). Most
individuals had antibodies that recognized at least one of the epitopes identified in the
prediction. The immunodominant epitopes were P3 of MSPDBL-1 and P4 and P5 of
MSPDBL-2. Taken together, our data indicate that MSPDBL-1 and MSPDBL-2 may be
targets of naturally acquired immunity.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Maléaria

A maléaria, também é conhecida por paludismo, impaludismo, febre palustre,
febre intermitente, febre tercd benigna, febre tercd maligna, febre quartd, maleita,
sez&o, tremedeira, batedeira ou, simplesmente, febre. E uma doenca infecciosa febril
aguda e de alta prevaléncia, cujo agente etioldgico é o protozoario pertencente ao filo
Apicomplexa, da familia Plasmodiidae e do género Plasmodium (1-3). Mais de 250
espécies de Plasmodium foram formalmente descritas, e cada espécie infecta
diferentes hospedeiros, como aves, lagartos, cobras e mamiferos. Entretanto, apenas
sete infectam naturalmente o homem: Plasmodium falciparum (Welch, 1897),
Plasmodium vivax (Grassi & Feletti, 1890), Plasmodium ovale (Stephens, 1922),
Plasmodium malariae (Laveran, 1881), Plasmodium knowlesi (Knowles & Das Gupta,
1932), Plasmodium simium (Fonseca, 1951) e Plasmodium cynomolgi (Mayer, 1907)
(4-7). Estas trés ultimas sao espécies de Plasmodium que infectam primatas ndo
humanos (NHP) e, também, podem infectar os seres humanos, como anteriormente

relatado na Asia e nas Américas (8-14).

A malaria é transmitida pela fémea do mosquito do género Anopheles (1-3). A
fémea busca o sangue como refeicdo para nutrir seus ovos e deposita-los na agua e o
tipo de colecdo de 4gua adequado para o desenvolvimento das larvas é bastante
variavel entre espécies de mosquitos, e mesmo dentro da mesma espécie. Algumas
espécies preferem pequenos acumulos de agua doce ou salobra, outras pocas ou
bolsGes de agua formados nas curvas de rios. Os habitats larvarios vao influenciar
diretamente o seu desenvolvimento por meio das condi¢cdes climaticas, tais como,
precipitacdo, temperatura e umidade (4,15,16,17). Esses mosquitos sdo mais
abundantes durante a estacdo chuvosa nos paises tropicais, com pico de transmissao
durante e depois da estacdo de chuva. Existem mais de 400 espécies diferentes de
anofelinos, porém, apenas aproximadamente, 30 sdo considerados 0s vetores mais
importantes na transmissdo da malaria. Algumas espécies de vetores de maior
importancia tém habito crepuscular (picam ao anoitecer e ao amanhecer), porém o

Anopheles darlingi, que é a espécie de vetor mais importante no Brasil, pica a noite



inteira até o amanhecer (17). A intensidade da transmissdo depende de fatores

relacionados ao parasito, vetor, hospedeiro humano e ambiente.

A origem do Plasmodium falciparum e P. vivax, os principais causadores da
malaria em humanos, tem sido objeto de muito debate. Até recentemente, acreditava-
se amplamente que o P. falciparum havia coevoluido com os humanos e nossos
ancestrais ao longo de milhdes de anos, enquanto se supunha que o P. vivax tivesse
surgido no sudeste da Asia apds a transmissdo entre espécies de um parasita de
macaco. No entanto, a descoberta de uma infinidade de Plasmodium spp. em
chimpanzés e gorilas refutou essas teorias e, em vez disso, revelou que tanto o P.
falciparum quanto o P. vivax evoluiram de parasitas que infectam macacos africanos
selvagens (18). Embora muitas questdes permanecam sobre a biologia e o potencial
zoonotico dos parasitas semelhantes a P. falciparum e P. vivax que infectam
macacos, a gendmica comparativa, juntamente com estudos funcionais de parasitas e
vetores, provavelmente fornecerdo novas revelacbes sobre a transmissdo e

patogénese do Plasmodium de macacos (18,19).

A chegada da doenca ao Novo Mundo ainda hoje € motivo de especulacdes
(19,20). E possivel que tenha sido pelas viagens transpacificas em tempos remotos

ou de colonizadores espanhdis e portugueses a partir do século XVI (20).

Referéncias a febres sazonais e intermitentes s&o relatados em textos
religiosos e médicos antigos relacionando a doenca a punicdo de deuses e a
presenca de maus espiritos. O Nei Ching, de 4700 anos, refere-se aos “paroxismos
febris associados a esplenomegalia e tendéncia a ocorréncia epidémica” (21).
Escrituras hindus de templos Vedas do Norte da india, de 3500 anos, contém muitas
referéncias sobre “febres, com calafrios, tremores e delirios, que retornam em
sucessivos dias” (21). Entre 3500 e 4000 anos, sumerianos e egipcios fizeram relatos

sobre “febres intermitentes com esplenomegalia” (22).

No século V a.C., Hipdcrates descreveu a doenca com caracteristicas de
ocorréncia sazonal e de febre com padréao paroxistico e intermitente, sendo o pioneiro
na descricado detalhada dos sintomas e das complicacdes causadas pela enfermidade
(23). Depois de Hipdécrates, em meados do século Il d.C., diversos médicos gregos e

romanos fizeram referéncias sobre a doenca, que ocorria em epidemias ciclicas na
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Grécia, Italia e outras partes da Europa, onde era conhecida como "Febre Romana".
No século XVIIl, o termo malaria teve sua origem, quando escritores italianos a
descreveram como uma doenca causada por vapores nocivos exalados dos
pantanos, designado de “mal aire” com o sentido de mau ar. Apenas no século XIX é
gque o conhecimento sobre a maléria passou por um periodo de importantes
descobertas. Em 1880, o médico francés Charles Louis Alphonse Laveran, observou
no sangue fresco de um paciente, organismos em movimento, que posteriormente foi
confirmada como hemoparasitose por Gerhardt, em 1884 (1-3). Ja naquela época,
hipteses de que a transmissdo da maléria se dava por inseto foi reforcada por
descobertas feitas do papel do Culex spp. na transmissdo da filariose. Até que, no
ano de 1898, o médico inglés Ronald Ross desvendou o ciclo do parasita da malaria
aviaria Proteosoma relictum (Plasmodium relictum) no Culex spp. que permitiu, no
ano seguinte, os italianos Grassi, Bignami e Bastinelle completar o ciclo da maléria
humana no mosquito do género Anopheles (Meigen, 1818) e alguns anos depois,

descrever o ciclo completo do plasmédio em mosquitos (16).

Apesar dos intensos programas de controle utilizados na tentativa de combaté-
la, a maléaria, permanece como uma doenca de importancia global e um sério
problema de saulde publica, causando altos indices de morbidade e mortalidade nas
regides endémicas (4,24). Atualmente, atinge 85 paises e territérios, concentrando-se
nas principais areas tropicais e subtropicais (Figura 1), sendo estimados, em 2020,
241 milhdes de casos de malaria. Vinte e nove paises foram responsaveis por 96%
dos casos de malaria no mundo, e seis paises — Nigéria (27%), Republica
Democrética do Congo (12%), Uganda (5%), Mocambique (4%), Angola (3,4%) e
Burkina Faso (3,4%) - foram responsaveis por cerca de 55% de todos 0s casos em
todo o mundo. Em 2020, as mortes por malaria aumentaram 12% em comparacao
com 2019, passando de estimadas 558 mil em 2019 para 627 mil em 2020, a maioria

em criancas abaixo de 5 anos de idade (25).



. Malaria transmission is not known to occur

Malaria transmission occurs in some places

. Malaria transmission occurs throughout

Figure 1. Distribuicdo da malaria no mundo, CDC (26) (2021). Em azul:
Transmissao da malaria ndo € conhecida para ocorrer; em laranja: transmissao
da malaria ocorre em alguns lugares; em vermelho: transmissdo da maléria
ocorre em toda a parte.

O continente Africano € o que mais padece com a ocorréncia da maléria.
Aproximadamente 94% dos casos e mortes no mundo, seguido do Sudeste Asiatico
(3%) e da regido do Mediterraneo Oriental. As Américas vém contribuindo com
aumento mundial dos numeros de casos de maldaria. Estratégias de controle da
doenca como a utilizacdo de mosqueteiros impregnados com inseticidas, pulverizacao
das paredes internas das residéncias, diagndstico rapido e tratamento oportuno tém
obtido sucesso em mitigar o nimero de casos e mortes nas Américas, entretanto o
progresso nessa regido tem sido afetado pelo aumento do nidmero de casos na
Venezuela em 2019. Nas Américas, cerca de 138 milhdes de pessoas em 19 paises
e territorios estdo em risco para malaria. Brasil, Coldmbia e Venezuela respondem por
80% de todos os casos estimados. Em 2019, foram registrados 0,9 milhdes de casos
e 551 ébitos, sendo o Brasil, a Venezuela e a Coldmbia responsaveis por 86% dos
casos registrados (15,27).



1.2 A maléria no Brasil: passado, presente e futuro

No Brasil, a primeira referéncia a malaria data de 1587, com ocorréncia de
casos nas tribos Tupinambas, trazida, provavelmente, durante o inicio da colonizagéo,

no século XVI, com o comércio transatlantico de escravos da Africa (28-30).

AplOs o periodo colonial, os maiores impulsionadores da intervencdo no
controle da malaria foram a industria da borracha e a construgéo de ferrovias (28,31).
A borracha natural foi crucial para a economia do Brasil a partir de meados do século
XIX (32). Na década de 1870, os migrantes fugiam das secas nordestinas em busca
de trabalho na industria da borracha amazbénica. Como hospedeiros
imunologicamente virgens, eram susceptiveis a malaria (28,29). Simultaneamente,
foram feitos esforcos para interligar as vastas terras inexploradas do interior brasileiro

por meio de trens e fios de telégrafo.

A partir de 1870, com o inicio da exploragdo da borracha e a construcdo de
ferrovias na regido Amazobnica, a malaria tornou-se um grande problema de saude
publica. A exploracdo da borracha atraiu milhares de imigrantes provenientes do
Nordeste, que foram sistematicamente dizimados pela maléaria (28,29). No Sudeste do
pais, na mesma época, a transmissao crescia acentuadamente na Baixada
Fluminense e no Vale do Paraiba, uma vez que a abolicdo da escravatura, em 1888,
e 0 colapso da aristocracia rural cafeeira fizeram cessar 0os pequenos trabalhos de
combate a malaria. A interrupcdo dos sistemas de irrigacdo e drenagem em
plantacdes abandonadas fez com que a Baixada Fluminense, planicies costeiras do
RJ e partes do estado de Sdo Paulo (SP) fossem éareas altamente malarigenas por

décadas (28).

Comissfes para 0 combate a malaria foram criadas em 1891, mas tiveram um
desempenho ruim devido a limitacdo de recursos, atividade esporadica, ignorancia e
administracao dispersa (30). Em particular, Manaus, no estado do Amazonas (AM),
passou por quatro comissdes sanitarias para o controle de doencas tropicais entre
1897-1913 (32). De 1890-1900, aproximadamente 500.000 brasileiros migraram para
a Amazonia em uma "enchente caotica”, com muitos se tornando seringueiros (32).
De 1892 a 1906, 26,6 pessoas por 10.000 morreram de malaria no Nordeste do
Brasil, com aproximadamente metade originaria de fora da regiao (33). Assim, no fim
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do século XIX e inicio do século XX, a malaria ocorria praticamente em todo o
territdrio nacional, com excecdo de algumas areas no Sul do pais. A cada ano, havia

seis milhdes de casos, que representavam 50% da populacdo do Brasil (29).

Nessa época, duas grandes epidemias de malaria ocorreram na Amazobnia
como consequéncia da migracao de nordestinos fugindo da seca do Nordeste para os
seringais amazoénicos e durante a construcdo da estrada de ferro Madeira-Mamoré,
onde vérios trabalhadores caribenhos, brasileiros e bolivianos foram dizimados pela
malaria (34,35). Outra grande epidemia de malaria ocorreu no fim da década de 1930
e inicio da década de 1940 quando navios franceses que faziam a rota postal Franca-
Natal via Dakar trouxeram o Anopheles gambiae que invadiu o Nordeste brasileiro.
Um forte esquema de controle da malaria foi montado em todo o Nordeste e a
epidemia que atingia entre 80 e 90% da populacao nas areas invadidas pelo mosquito
foi debelada e o A. Gambiae foi erradicado do Nordeste (28,36,37).

Na década de 40, para uma populacdo de aproximadamente 55 milhdes de
habitantes, estimava-se que ocorriam entre 4 e 8 milhdes de casos de malaria por ano
no Brasil, resultando em cerca de 80 mil 6bitos (38). Nos anos 50, a grande incidéncia
de malaria levou a OMS a adotar um vasto programa de erradicacdo nas regides
atingidas por essa doenca que reduziu sensivelmente o nimero de casos no pais e a
doenca ficou restrita, quase que exclusivamente, a regido Amazoénica. Antes desse

programa, a transmissado da malaria ocorria em quase todo territorio brasileiro.

Na década de 70, através do Instituto Nacional de Colonizacdo e Reforma
Agréria (INCRA), o governo favoreceu o surgimento de novos polos agricolas e o
desenvolvimento intensificado da Amazbdnia nessa época acelerou 0 processo
migratério, atraindo moradores de outras regides do pais. Como consequéncia, nas
décadas de 70 e 80, a regido Amazodnica recebeu, aproximadamente, um milhdo de
migrantes, na maioria individuos ndo imunes, provenientes de diferentes regides
brasileiras (37). As intensas migracdes internas devido aos projetos de colonizacéo e
expansdo da fronteira agricola, a construcdo de rodovias e hidroelétricas e as
atividades de madeireira, garimpo e mineragéo, além da resisténcia do P. falciparum
aos quimioterapicos e das precarias condi¢cdes socioecondmicas da populacdo
migrante, determinaram a rapida expansao da doenca. Como consequéncia em 1999
foram registrados 637.474 (38). Essa situacao levou o Ministério da Saude a elaborar
o Plano de Intensificacdo das A¢des de Controle da Malaria (PIACM), desencadeando
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uma série de acdes na Regido Amazonica que colaboraram na inversédo da tendéncia
de crescimento da malaria. Com o PIACM, que vigorou no periodo de 2000 a 2002,
houve uma reducédo de 50% na incidéncia da malaria na Regido da Amazonica e 0s
casos de maléria passaram para menos de 349 mil em 2002. Entretanto, apds esta
importante redugdo na transmissdo, o numero de casos de malaria voltou a aumentar

a partir de 2003, atingindo novamente a marca de 600 mil casos em 2005 (Figura 2).

A partir de 2006, o numero de casos de malaria no Brasil comecou a decair
como resultado de acdes integradas de controle, realizadas no ambito federal,
estadual e municipal. Tal decréscimo esta relacionado a diversos fatores, dentre os
guais se destacam: vigilancia epidemiologica, implementacdo de diagndstico e
tratamento rapido, os quais também foram responsaveis pela diminuicdo acentuada

no numero de infecgdes causadas por P. falciparum (39,40,41) (Figura 2).
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Figura 2. Série histérica de casos de maléria notificados no Brasil, 1959 a 2019.
(41)

Segundo a OMS, a experiéncia com as campanhas de erradicagdo dos anos
1950 e 1960, aliada ao conhecimento e a experiéncia atuais e investimento em
pesquisa, é possivel controlar a malaria no mundo e elimina-la em paises e regides
onde a transmisséo € baixa ou moderada e o sistema de saude é forte. Seguindo as

discussbes mundiais, o Brasil lancou, em 2015, o primeiro plano de eliminagdo de



malaria no Brasil que tinha a proposta de eliminagdo do P. falciparum e que,
posteriormente, foi ampliada para todas as espécies. O plano nacional de eliminacéo,
gue esta em elaboracéo, tem como objetivo estabelecer diretrizes técnicas para que a
malaria deixe de ser um problema de salde publica no Brasil, por meio do alcance
das metas de (a) menos de 14 mil casos registrados em 2030, 0 que representa
reducdo de 93% em relacdo a 2018; (b) eliminar a transmissdo de malaria por P.
falciparum até o ano de 2030; (c) eliminar a transmissédo de malaria até o ano de 2035

e; (d) reduzir o nimero de 6Obitos para zero até o ano de 2030.

Atualmente, 99,9% dos casos de malaria sdo registrados na regido da
Amazbnia Legal, composta por nove estados (Acre, Amazonas, Amapa, Para,
Rondénia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhao) e 808 municipios. No ano
de 2019, o Brasil registrou 157.454 casos de maléria (27). Mesmo em area endémica,
a distribuicdo da malaria ndo é uniforme (Figura 3). Os graus de risco para adoecer de
malaria sdo classificados de acordo com a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA). Esse
indicador expressa 0 numero de exames positivos por 1000 habitantes em
determinado lugar e periodo. O IPA < 1 caso: muito baixo risco; IPA entre 1 e 10
casos: baixo risco; IPA entre 10 e 50 casos: médio risco; e IPA = 50 casos: alto risco.
Cerca de 80% da malaria concentrou-se em 41 municipios no ano de 2019, sendo 16
no Amazonas (39,0%), 8 no Par4 (19,5%), 7 em Roraima (17,1%), 4 no Amapa
(9,8%), 3 no Acre (7,3%), 2 em Rondbnia (4,9%) (27). Em se tratando de malaria
falciparum e malaria mista, a transmissdo € ainda mais concentrada, visto que 16
municipios foram considerados prioritarios (aqueles que juntos sdo responsaveis por

80% dos casos autoctones de malaria do Pais) em 2019 (41) (Figura 4).



1PA 2019
Sem transmissdo
Muito baixo risco
Baixo risco

Bl Médio risco

I Aito risco

500 0 s00 1000 1500 2000 km

Fonte: Sivep-Malaria, Sinan/SVS/MS e IBGE. Data de atualizacao: 4 de agosto de 2020. *Dados sujeitos a alteracao.

Figure 3. Mapa de risco de distribuicdo da malaria no Brasil, Brasil 2019. (41)
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Figure 4. Municipios prioritarios para malaria falciparum e malaria mista em
2019 e estratificacdo de acordo com o percentual do total de casos
autoctones. (41)

Composta por outros 17 estados e o Distrito Federal, a regido extra-amazonica
€ responsavel por apenas 0,1% do total de casos notificados no Brasil que ocorrem,
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geralmente, em &area de Mata Atlantica. A mortalidade devido a malaria na regido
extra-amazonica chega a ser cerca de 80 vezes maior do que na regido amazobnica,
principalmente, por causa do retardo no diagnostico e no tratamento (27,38). A
maioria dos casos notificados na regido extra-amazodnica sao importados de outros
estados endémicos ou outros paises, tanto das Américas quanto da Africa e Asia.
Entretanto, casos autoctones vém sendo registrados. Os estados que mais
notificaram casos autdctones, representando um terco (1/3) do total dos casos de
maléaria, foram o Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e
Parana, o que pode demonstrar que a doenca pode voltar a ser endémica nessa area.
Desse modo, torna-se fundamental que as atividades de vigilancia epidemiolégica
sejam desenvolvidas de forma continua nessa area, mostrando, contudo, que a

doenca nao pode ser negligenciada (4,27,38).

Em 2019, foram notificados 153.270 casos autdctones de malaria no Brasil,
89,3% foram devido a infeccdo pelo P. vivax e 10,7% devido a infeccdo pelo P.
falciparum e malaria mista (P. falciparum e P. vivax). De janeiro a junho de 2020, os
casos autdctones foram registrados com queda, tanto a regido amazénica quanto a
regido extra-amazoénica brasileira com redu¢do no numero total de casos autéctones,

sendo respectivamente, de 15% e 71,0% (27).

Considerando-se o numero de casos de malaria no Brasil e no mundo e a
resisténcia dos plasmodios aos antimalaricos e dos anofelinos aos inseticidas
(25,29,39,40), controlar a transmisséo da doenca continua sendo um grande desafio.
Sendo assim, nos ultimos anos, esfor¢cos tém sido concentrados no desenvolvimento
de uma vacina, principalmente contra o P. falciparum, espécie responsavel pelos
casos letais. Entretanto, uma das dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina

antimalarica reside na complexidade do parasito, seu ciclo evolutivo.

1.3 Ciclo Biol6gico do Plasmodium

O Plasmodium apresenta um ciclo de vida complexo que envolve dois
hospedeiros: um hospedeiro vertebrado intermediario, onde ocorre a reproducao
assexuada e um hospedeiro invertebrado definitivo, onde ocorre a reproducao

sexuada (1-3) (Figura 5).
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Figure 5. Ciclo de vida do Plasmodium, Bousema (42) (2011). No homem: (1)
ciclo pré-eritrocitico ou hepético. (2) ciclo eritrocitico. No mosquito: (3) ciclo
sexuado ou eporogonico.

Ao homem, a malaria é transmitida quando fémeas do mosquito Anopheles sp.
infectadas com Plasmodium inoculam, durante o repasto sanguineo, oS esporozoitos
localizados nas glandulas salivares (42,43,44). Uma vez injetados na derme, o0s
esporozoitos podem permanecer viaveis na pele do hospedeiro por varias horas até
ativamente migrarem para vasos sanguineos e vasos linfaticos (35). Apenas 0s
parasitos que atingem a corrente sanguinea sao capazes de dar continuidade ao ciclo
biol6gico (42-46). Nos sinusoides hepéticos, 0s esporozoitos penetram através das
células Kupffer no Espaco de Disse e invadem os hepatdcitos para iniciar o ciclo exo-
eritrocitico ou hepatico. Ao chegarem ao figado, as moléculas de adeséo do parasito
interagem com moléculas sulfatadas na superficie do hepatécito, permitindo a sua
entrada na célula e resultando na formac¢édo de um vacuolo parasitéforo que circunda
0 esporozoito, formado pela invaginacdo da membrana plasmatica da célula
hospedeira (47-50). Nesse momento, ha a formagéo do vacuolo parasitéforo iniciando
um processo de maturacdo e reproducdo assexuada, dando origem a esquizontes
hepaticos repletos de merozoitos nao-nucleados rodeados por uma membrana
parasitofora (47-50). As células hepaticas contendo esquizontes hepaticos maduros

se rompem liberando milhares de merozoitos dentro de vesiculas chamadas de
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merossomos na corrente sanguinea (50,51). Esse evento marca o fim da fase pré-
eritrocitica ou hepatica do ciclo do Plasmodium, que € assintomatica. No ciclo preé-
eritrocitico de P. vivax e P. ovale, alguns merozoitos ndo seguem para a corrente
sanguinea e se desenvolvem em formas latentes denominadas hipnozoitos,

responsaveis pelas recidivas da malaria (51-53).

Apos a liberagcao na corrente sanguinea, 0s merossomos se rompem, liberando
0S merozoitos que invadem as hemacias, iniciando o ciclo eritrocitico, responsavel
pelas manifestacdes clinicas da doenca. A penetracdo do merozoito no eritrocito é
dependente de uma série de interacdes ligante-especificas e ocorre em diversas
etapas. ApOs o reconhecimento, ocorre a reorientacdo apical do merozoito em direcéo
a membrana do eritrocito, seguida da formacdo da juncdo da membrana das duas
células. Posteriormente, ocorre a invaginacdo da membrana do eritrocito, formando
um vacuolo parasitoforo dentro do eritrécito, onde 0s merozoitos iniciam o ciclo
intraeritrocitico, se diferenciando em trofozoito jovem, trofozoito maduro e esquizontes
sanguineos. Quando completamente maduro, o eritrocito infectado rompe, liberando
0S merozoitos que, entdo, invadem novos eritrécitos, reiniciando todo o ciclo
intraeritrocitico, ruptura e reinvaséo. O ciclo eritrocitico se repete periodicamente de

48 a 72 horas, dependendo da espécie plasmodial infectante (54,55).

Em cada ciclo de replicacdo, uma pequena por¢cdo de merozoitos, se
diferenciam em formas eritrociticas sexuadas chamados de macrogametoécitos
(femininos) e microgametdécitos (masculinos) que, ao serem ingeridas pelo mosquito
susceptivel durante o repasto sanguineo, dardo inicio ao ciclo sexuado ou

esporogonico do ciclo no intestino médio do mosquito (55-56).

Ao realizar o repasto sanguineo, mosquitos do género Anopheles ingerem os
gametdcitos femininos e masculinos, juntamente com as outras formas que séo
destruidas no estbmago do mosquito. No intestino médio do mosquito, os gametdcitos
escapam dos eritrécitos. O gametoécito macho se funde com a fémea, formando um
zigoto diploide. O zigoto se desenvolve em um oocineto mével, que atravessa a
matriz peritréfica e alcanca a parede do intestino médio do mosquito e encista na
camada epitelial e se aloja na membrana basal, onde perde a motilidade e secreta
substancias quitinosas da matriz peritroéfica, como colageno IV, formando o oocisto

(56,57). No interior das células epiteliais o oocisto se multiplica por esporogdnia
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dando origem aos esporozoitos. Em torno de 9-14 dias ocorre a ruptura da parede do
oocisto e liberacdo dos esporozoitas para a hemolinfa do mosquito. Carreados pela
hemolinfa, os esporozoitos chegam a glandulas salivares, migram para o canal central
da glandula salivar onde serdao inoculados no hospedeiro vertebrado durante o
préximo repasto sanguineo (55-57).

1.4 O papel dos anticorpos na imunidade antimaléarica

Individuos residentes em areas de alta endemicidade de malaria
desenvolvem, apoOs repetidas infeccbes, uma imunidade clinica denominada
premunicdo (58). A premuni¢cdo € adquirida gradualmente, o que explica a alta
susceptibilidade da doenca em criancas e viajantes que nunca tiveram malaria ou
mesmo nunca estiveram em areas endémicas de malaria, o que requer anos de
exposicdo continua pra ser desenvolvida, entretanto, se um individuo semi-imune sai
da area endémica, essa imunidade protetora é perdida (59,60). Este estado de
imunidade parcial ndo irA prevenir da reinfeccdo e individuos adultos podem
apresentar infeccbes assintomaticas ao longo da sua vida (60). A imunidade
antimalérica esta associada tanto a resposta imune humoral, quanto celular. Acredita-
se que a resposta imune celular seja essencial para controlar a infeccdo preé-
eritrocitica, enquanto os anticorpos sejam primordiais para conter o estagio eritrocitico
da doenca (61,62).

Na fase pré-eritrocitica, 0s mecanismos efetores compreendem a citotoxicidade
direta dos hepatdcitos infectados promovida por células T CD8+ (linfécitos T
citotoxicos — LTC ou CTL), ja que os hepatocitos expressam antigenos de MHC
classe | e possivelmente sdo induzidos a expressar os de classe Il. Outras células
como NK, NKT e yoT também eliminam parasitas intra-hepaticos através da secrecéo
de interferons tipo | e IFN-y. Outro importante mecanismo de defesa do organismo
contra os plasmaédios € a fagocitose de merozoitos livres e de hemacias parasitadas,
gue ocorre logo apds cada esquizogonia, principalmente no baco. As células T helper
CD4+ sao importantes durante a fase eritrocitica e na producédo de citocinas pro-
inflamatoérias que ativam macréfagos. Tanto a produgdo de interferon gama (IFN)
como de interleucinas (IL-4, IL-2, IL-5) e os radicais de oxigénio e nitrogénio
produzidos pelos macréfagos ativados parecem ser os mediadores celulares que

controlam a infeccdo por plasmodios. Essas células também sdo importantes para
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mediar a ativagéo de células B, aumentando a resposta humoral. Outras células como

as células NK e as células yoT também estdo envolvidas na resposta imune. IFN-y,

perforina e granzima produzidas pelas células NK s&o responsaveis pela morte das

hemacias infectadas por P. falciparum.

Os anticorpos possuem diversas funcdes efetoras e podem agir diretamente

sobre o parasito ou em cooperacado com células e moléculas do sistema imune do

hospedeiro (Figura 6). Os anticorpos também podem agir sobre os parasitos durante

0 estagio pré-eritrocitico, entretanto, existem mais evidéncias de suas fun¢bes no

decorrer da fase eritrocitica. Os anticorpos podem:

Vi.

Reduzir a travessia dos esporozoitos pela pele e a sua invasdo aos hepatécitos
(63),

Atuar opsonizando esporozoitos para promover a fagocitose (63),

Inibir a invasdo do merozoito ao eritrécito, o crescimento intraeritrocitico do
parasito ou a ruptura do esquizonte e, consequentemente, a liberagdo dos

merozoitos na corrente sanguinea (63-65),

Opsonizar merozoitos e eritrocitos infectados para fagocitose, se ligando a
antigenos de superficie de merozoitos e eritrocitos infectados, facilitando seu
reconhecimento pelas células fagociticas, levando a morte e remocao dos

parasitos e células parasitadas (63,66-69),

Através do mecanismo de inibicdo celular dependente de anticorpo (ADCI) e
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC), onde os anticorpos
citofilicos (IgG1 e IgG3) se ligam a antigenos de superficie de merozoitos e
interagem com os receptores Fc de mondcitos para ADCI e células NK para
ADCC, ativando-os e induzindo-os a liberarem fatores parasitostatico e/ou
citotdxicos, que impedem o desenvolvimento do parasito (63),

Através do mecanismo de explosdo respiratoria dependente de anticorpos
(ADRB), onde os merozoitos opsonizados interagem com neutréfilos, ativando-
os e induzindo-os a producdo de espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico e
seus intermediarios e outros componentes toxicos impedindo seu

desenvolvimento intraeritrocitico (63),
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Vii.

viii.

Ativando o sistema complemento, através da ligagdo a superficie dos
merozoitos e a primeira molécula da via classica do complemento, Clq,
ativando assim a cascata do sistema complemento acarretando na lise do

merozoito (70),

Inibindo a adesé@o de heméacias parasitadas ao endotélio vascular e a formacao
de rosetas, bloqgueando o sequestro de eritrocitos infectados no endotélio

vascular que esta associada aos casos de malaria grave (71),

Inibindo a ruptura de esquizontes e, consequentemente, a liberacdo de

merozoitos, podendo reduzir a parasitemia (72),

Neutralizando toxinas liberadas pelo parasito apds a ruptura dos esquizontes,
como Glicosilfosfatidilinositol (GPI), diminuindo as manifestacdes clinicas da
doenca (73).
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Figure 6. Representacdo esquematica de mecanismos por anticorpos na
imunidade contra as formas eritrociticas do P. falciparum. Anticorpos
contra merozoitos podem: (i) prevenir a invasdo de eritrocitos; (ii) ativar
Sistema Complemento; (iii) Opsonizar merozoitos e (iv) estimular
monaocitos e macréfagos para liberar moléculas parasitosaticas, matando
parasitos intraeritrociticos. Anticorpos contra eritrocitos infectados
podem: (i) inibir a citoaderéncia, (ii) impeder a formacao de rosetas, (iii)
Opsonizar eritrécitos infectados e (iv) inibir o desenvolvimento intracellular
do parasito. TNF: Fator de Necrose Tumoral. Adaptado de Teo et al. (63)
(2016).

Desde os experimentos de transferéncia passiva de imunoglobulinas (Igs) de

individuos imunes a maléaria para individuos infectados ndo imunes, realizados por

Cohen e McGregor nos anos 60, tem-se conhecimento que 0s anticorpos Sao

componentes cruciais da imunidade naturalmente adquirida e que esses anticorpos

séo capazes proteger contra a infeccéo e/ou reducao do risco de evolucédo da doenca

(74,75). A transferéncia de um pool de IgG imune, obtido a partir de soros de

individuos de uma area hiperendémica na Costa do Marfim, provocou a queda

acentuada na parasitemia em pacientes tailandeses ndo imunes com resisténcia a

cloroquina. Apos a queda brusca, a parasitemia permaneceu no limite de deteccgéo da
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gota espessa enquanto a IgG imune estava presente no soro. Quando a IgG imune
transferida foi naturalmente degradada, a parasitemia voltou a subir, e caiu
drasticamente com a administracdo de nova dose da mesma IgG imune. Esses
dados, demonstram claramente o papel dos anticorpos IgG na protegcdo contra a
malaria (75).

O perfil da resposta IgG também tem grande impacto no papel protetor contra a
infecgdo visto que: (i) individuos protegidos da malaria clinica possuem altos niveis de
anticorpos citofilicos (IgG1 e IgG3) contra antigenos plasmodiais; (i) quanto maior o
grau de protecdo desses individuos, maior € a razdo entre anticorpos citofilicos e nao
citofilicos (IgG2 e 1gG4) e; (iii) anticorpos néo citofilicos podem bloquear o mecanismo
efetor dos anticorpos citofilicos (76,77,78). Em concordancia com a observacdo de
gue os anticorpos produzidos na resposta a infeccdo sdo de particular importancia,
estudos realizados com soros de individuos de area endémica mostraram que
existem diferencas na distribuicdo dos isotipos de imunoglobulinas antiplasmodiais em
criancas (nao imunes) e adultos (imunes). Os adultos imunes apresentam um balanco
favoravel a anticorpos citofilicos, 1gG1 e IgG3, ao passo que nos individuos nao
imunes o0s anticorpos nédo citofilicos sdo predominantes (78). Curiosamente, as
especificidades dos anticorpos nas duas populacdes (imunes e ndo imunes) ndo sao
muito diferentes, mostrando que, provavelmente, desde cedo os individuos
respondem aos antigenos corretos, mas com qualidades de anticorpos diferentes. De
fato, anticorpos néo citofilicos além de ndo mediarem protecdo, competem pelos
mesmos sitios que anticorpos citofilicos protetores e, estando predominantes, tém um

efeito bloqueador dos mecanismos de prote¢ao, como o ADCI.

Alguns estudos também tém demonstrado respostas IgM contra antigenos
plasmodiais em populacfes expostas a malaria e que essas respostas podem estar
associadas a protecdo contra a malaria clinica (79,80). Um trabalho realizado na
Africa Ocidental mostrou que o grupo étnico chamado Fulani é resistente a malaria e
apresenta uma maior amplitude e magnitude de anticorpos IgM especificos para
antigenos de P. falciparum quando comparado ao grupo mais susceptivel Dogon,
enquanto ndo houve diferenca na resposta IgG especifica quando os dois grupos
foram comparados (81). Estudos mais recentes mostraram que anticorpos IgM
especificos contra antigenos de P. falciparum e de P. vivax podem mediar a fixacdo

do complemento (82,83), e que IgM de individuos com previamente infectados pode
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inibir a invasdo de merozoito de P. falciparum no eritrécito in vitro na presenca de
complemento (82,83). Além disso, anticorpos IgM anti-merozoitos foram
correlacionados com a protecdo contra a malaria em um estudo longitudinal com
criangcas (83). Esses dados demonstram que os anticorpos IgM também podem
participar da protecédo conta a malaria.

O processo de invasdo do merozoito no interior do eritrécito envolve multiplos
passos, desde a ligacao inicial, reorientacdo apical, até a formagcédo de uma estreita
juncdo seguida da entrada do merozoito no eritrocito. Estdo envolvidos nesse
processo de invasao as Proteinas de Superficie de Merozoitos (MSPs), assim como
outros antigenos que se ligam ao eritrocito (84,85,86). Esses antigenos, que ficam
expostos ao sistema imune, sao promissores candidatos a uma vacina
antimerozoitos, pois o0s anticorpos tém o potencial de bloquear a infec¢éo e conferir
protecdo (87). Recentes estudos tém mostrado que anticorpos contra esses antigenos
de merozoitos sdo funcionais in vivo inibindo a invasdo de merozoitos no eritrocito,
opsonizando merozoitos por fagocitose e bloqueando o desenvolvimento intracelular
do parasito (88-91) . Estes estudos sugerem que a imunidade protetora contra a
maldria estd associada a resposta anticorpo especifica contra antigenos presentes
na superficie de merozoitos e a identificacdo desses antigenos alvos de uma resposta

imune protetora €& de fundamental para o desenvolvimento de uma vacina

antimaléarica.

1.5 A busca por uma vacina contra o P. falciparum

As estratégias de controle da malaria envolvem, principalmente, o combate ao
vetor e o diagnostico e o tratamento oportuno. Contudo, esforcos em controlar a
maléria tém sido frustados pela biologia complexa do parasito e de seus vetores
invertebrados, a existéncia de linhagens resistentes a drogas disponiveis (Mulenga et
al, 2005), bem como estratégias sofisticadas de evaséo do sistema imune durante o
estagio intraeritrocitico. Dessa forma, a busca por uma vacina antimalarica se torna a
estratégia mais viavel para substancialmente reduzir a morbidade e mortalidade
dessa doenca e caminhar para uma possivel eliminagdo da malaria no mundo (92-
97).
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Atualmente, mais de 70 formulagdes, de vacina contra P. falciparum estao
sendo testadas, e, 23 desta encontram-se em fase clinica (98). Uma vacina eficaz e
segura contra a malaria podera ser uma importante ferramenta para combater a
enorme carga socioecondmica causada pela malaria (99). Uma vacina que possa
prevenir a infeccdo humana e também a transmissdo do humano ao mosquito podera
reduzir a morbidade e a mortalidade da malaria e, eventualmente, acelerar a
erradicacao da malaria global (100). Os parasitos tém um ciclo de vida complexo tanto
no hospedeiro vertebrado quanto no hospedeiro invertebrado. Durante seu ciclo
evolutivo, os plasmédios passam por diferentes estagios de desenvolvimento,
expressando uma variedade de antigenos caracteristicos de cada fase, capazes de
induzir respostas imunes distintas (88,89). Essa complexidade gera um grande
namero de antigenos candidatos a compor uma vacina antimalérica capaz de induzir
uma resposta imune protetora. Além disso, a recombinacdo homéloga que ocorre na
gametogénese também pode ocasionar no aumento significativo de variabilidade
genética da progénie facilitando a evasdo do parasita do sistema imunoldgico do
hospedeiro (90,101). Por issso, diferentes bragos do sistema imune sao requeridos
para os diferentes estagios do parasito (102).

As vacinas da malaria sado classificadas pelo estagio-alvo de desenvolvimento
do parasito: vacina contra estagio pré-eritrocitico, vacina contra estagio eritrocitico
assexual e vacina contra estagio eritrocitico sexual (vacina bloqueadora de
transmissao) (103,104).

O primeiro alvo é o estagio pré-eritrocitico, no qual os esporozoitos viajam pelo
sangue até infectarem e se multiplicarem nos hepatécitos. O propésito do
desenvolvimento de uma vacina contra as formas pré-eritrociticas € impedir a
penetracdo do esporozoito no hepatdcito e o desenvolvimento intracelular do parasito
e, assim, inibir a liberagcdo dos merozoitos e a consequente invasdo nos eritrécitos
através de uma resposta de anticorpos que impediria a migracdo dos esporozoitos até
o figado e a penetracéo no hepatdcito, ou de células T que destruiriam os hepatoécitos
infectados (104,105). Tais vacinas poderiam prevenir tanto o desenvolvimento da
doenca, visto que os sintomas clinicos s60 se manifestam durante a fase eritrocitica,

guanto a transmisséo da malaria, ja que néo haveria a formacao de gametocitos.
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O segundo alvo para candidatos vacinais € o estagio eritrocitico, que se inicia
com a ruptura dos hepatdécitos e consequente liberacdo dos merozoitos na corrente
sanguinea, sendo a Unica etapa do ciclo responsavel pelos sintomas da malaria (105).
Esta vacina poderia impedir a penetragdo de merozoitos nas hemacias, o
desenvolvimento intraeritrocitario do parasito, a ruptura do eritrécito parasitado e a
consequente liberagcdo dos merozoitos nas hemacias e a adesdo de hemacias
parasitadas ao endotélio vascular, implicada no desenvolvimento de malaria cerebral.
Espera-se que uma vacina contra o estagio eritrocitico seja capaz de conter ou até
mesmo prevenir o processo da doenca através da diminuicdo da carga parasitaria,
tendo impacto direto na morbidade e mortalidade da malaria em areas endémicas
através da inducdo de anticorpos que bloqueariam a ligacdo dos eritrcitos a células
endoteliais, promovendo a opsonizacdo de merozoitos e a fagocitose de eritrcitos
infectados (105,106).

O terceiro alvo sdo as formas sexuadas do parasito, gametas, zigotos e
oocinetos, compondo as chamadas vacinas bloqueadoras de transmissédo. Essa
modalidade visa a interrupcdo da transmissdo parasitaria entre humanos e o inseto
vetor através da inducdo de anticorpos contra antigenos presentes nos estagios
sexuais do parasita (107). Os anticorpos seriam ingeridos pelo mosquito no momento
do repasto sanguineo e impediriam o desenvolvimento parasitario dentro do intestino
da fémea do mosquito prevenindo a fertilizagcdo e a transi¢do do oocineto a oocisto,
interrompendo a geracado seguinte das infec¢cdes de esporozoitos. Uma vacina com o
objetivo de induzir uma resposta imune contra as formas sexuais ndo seria capaz de
proteger o individuo vacinado de adquirir uma infeccdo, mas impede que o parasito se
desenvolva no vetor, havendo a diminuicdo do nimero de mosquitos infectantes
circulando em uma é&rea e, consequentemente, a diminuicdo ou bloqueio da
transmissdo em uma determinada comunidade, como outras vacinas fazem através
da imunidade de rebanho. Esse tipo vacina também é chamado de “vacina altruista”
ou “vacina solidaria” pois ndo confere protecao diretamente para o individuo vacinado,
mas sim na populacao receptora, no entanto a vacina precisaria ser aplicada em toda

populacao para efetivamente bloquear a transmissao (106,107).

Outra abordagem €& a vacina contra toxinas, as denominadas vacinas
antidoencas, visto que nao agem sobre o desenvolvimento do parasito, somente nas

manifestacdes clinicas. Uma vacina capaz de bloquear as toxinas liberadas pelos
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parasitos poderia minimizar ou até mesmo evitar os sintomas da malaria e,
consequentemente, 0s casos mais graves da doenca. No entanto, esse tipo de vacina
deve ser utilizado numa estratégia conjunta com uma vacina antiparasitaria, pois o
aumento da parasitemia, mesmo na auséncia dos sintomas clinicos podem levar

consequéncias graves ao individuo que contraia a infeccao (73).

Os primeiros indicios de que o desenvolvimento de uma vacina antimalarica
seria possivel partiu de experimentos realizados por Nussenzweig e colaboradores na
década de 1960 demonstraram que camundongos imunizados com esporozoitos
irradiados desenvolviam imunidade protetora contra o desafio com esporozoitos nao
irradiados (107). Isso foi observado em primatas desafiados com P. knowlesi (108) e
em humanos com P. falciparum e P. vivax (109). Entretanto, a utilizacdo de
esporozoitos irradiados para vacinagdo em massa era inviavel até pouco tempo atras
(110), visto que para a realizacdo de ensaios de ampla magnitude eram necessarios
gue um grande numero de esporozoitos fossem dissecados das glandulas salivares
dos mosquitos, purificados, criopreservados e, subsequentemente, administrados.
Com os avancos tecnoldgicos, em 2010, a empresa Sanaria introduziu uma
plataforma tecnolégica que envolve a colheita de esporozoitas das glandulas salivares
de mosquitos assépticos infectados por parasitas cultivados em laboratério, seguida
de purificacdo, envasamento e criopreservacdo no nitrogénio liquido. Esse
desenvolvimento viabilizou a utilizacdo de esporozoitos irradiados como vacina.

Idealmente, uma vacina devera prevenir 0s primeiros estagios do
desenvolvimento do parasito, interrompendo os demais estagios e prevenindo a
transmissdo e, nesse caso, as vacinas dirigidas contra antigenos expressos no
estagio pré-eritrocitico sdo consideradas mais efetivas que outros estagios do parasito
(99,101). Entretanto, esta abordagem requer o bloqueio de 100% visto que se um
Unico parasito invadir o figado, se desenvolver e for liberado em circulacdo poderia
causar doencas (111). Assim, varios antigenos tem sido identificados e considerados
como candidatos a entrarem na composicdo de uma vacina antimalarica
individualmente ou em conjunto com outros candidatos vacinais do memo estagio ou

diferentes estagios de desenvolvimento do ciclo (vacina multi-estagio).

Para melhor compreensédo da descricdo dos antigenos plasmodiais candidatos
a vacina, cabe fazer um breve detalhamento dos ensaios clinicos vacinais. Os

ensaios clinicos vacinais avaliam a seguranca e eficacia de uma candidata a vacina e,
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sdo divididos em quatro diferentes fases: I, II, lll e IV (112). Durante a Fase | a
inocuidade e imunogenicidade da formulagdo sdo avaliadas, assim como o tipo de
resposta imune induzida e as doses e intervalos a serem utilizados (112). Nessa fase,
a formulagdo é administrada em poucos individuos residentes de areas néo
endémicas (Fase la) ou previamente expostos a malaria residentes em &areas
endémicas (Fase Ib) (113). Se a formulacdo for segura, segue para 0S ensaios
clinicos de Fase Il, onde a eficacia da vacina contra a infeccdo ou doenca é avaliada.
A Fase |l é dividida em Fase lla e IIb. Na Fase lla individuos residentes em areas nao
endémicas, sem exposicao previa a malaria, apds imunizacdo, sdo desafiados atraves
da picada de mosquitos de laboratério carreando esporozoitos em suas glandulas
salivares e sua eficacia € avaliada pela capacidade do individuo evitar ou retardar a
infeccdo. Ao primeiro sinal de infeccdo, os voluntarios séo rapidamente tratados com
antimalaricos. Na Fase llb, um limitado niumero de individuos residentes em &reas
endémicas é exposto ao desafio natural ap6s imunizacdo e sua eficacia é avaliada
pela capacidade dos individuos evitarem a infec¢cdo ou possuirem menos infeccoes,
em um determinado periodo, em relacdo a um grupo controle ndo vacinado (114). As
candidatas vacinais que obtiverem sucesso nessa fase seguem para 0S ensaios
clinicos de Fase lll. Durante a Fase lll a eficiacia € avaliada em larga escala. Nessa
fase, uma determinada populacdo de area endémica € imunizada e a eficicia da
vacina é avaliada pela porcentagem da reducdo na incidéncia (de doenca ou
infeccdo) em relacdo a uma populagdo nédo vacinada vivendo sob as mesmas
condicBes epidemioldgicas (113,114). A efichcia de uma vacina pode variar em
diferentes cenérios epidemiologicos, assim se torna necessario a realizacdo de
ensaios clinicos em diferentes regides, evidenciando a seguranca e eficicia para
licenciamento da vacina (114). A Fase IV envolve o monitoramento de seguranca,
eficacia e longevidade da protecédo (114). Nessa fase, a vacina sera administrada em
populacdes maiores, provavelmente associada a outras vacinas, para possiveis

interferéncias serem avaliadas de maneira apropriada.

Dentre as vacinas candidatas no estagio pré-eritrocitico, a RTS,S/AS01
(Mosquirix ™) é a que estd em estagio mais avancado (115). A RTS,S é a primeira
vacina de malaria a ser testada em ensaios clinicos de fase lll e foi recentemente
recomendada pelo OMS para uso generalizado em criancas na Africa Subsaariana e
em outras regides com transmissdo moderada a alta de P. falciparum (116). A RTS,S

€ um antigeno recombinante composto da sequéncia conservada das cepas de
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laboratério 3D7 de P. falciparum, que consiste na por¢ao “R” (Repeat), que € uma
simples cadeia de polipeptideos que corresponde ao tandem altamente conservado
da sequéncia de CSP do tetrapeptideo na regido repetitiva central (constituida por
repeticdes dos aminoacidos Asparagina, Alanina, Asparagina, Prolina - NANP -
epitopo imunodominante de célula B) e a porgao “T” (T-Cell epitope) da regido C-
terminal (incluindo epitopos de célula T) da CSP fusionada a regido N-terminal do
antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ), o “S” (Surface) e uma porc¢éo
HBsAg livre, expressos em Saccharomyces cerevisie (117). A segunda porgao “S”
ndo é fusionada ao HBsAg. A sequéncia proteica da CSP fundida ao virus da Hepatite
B atua como uma matriz para transportar antigenos centrais de repeticdo da regido
CS e um adjuvante, o AS01, que é um lipidio monofosforil A e o saponin QS21 de
Quillaja saponaria (115). A RTS,S/AS01 induziu uma forte resposta do anticorpo 1gG
contra a regido conservada repetitiva da proteina CS e uma potente resposta da
célula T (CD4+). Porém, a imogenicidade é de vida curta e precisa de uma dose
adicional de reforco. A RTS,S demonstrou uma prevencdo de 35% e 49% para
episddios de maléaria clinica e malaria severa, respectivamente, ambos de curta
duracdo em éreas de alta endemicidade de malaria (104,115,116,117). Apesar da
modesta eficacia da vacina, ela foi capaz de prevenir de 6% a 30% a mortalidade de
criancas com menos de 5 anos em areas endémicas, com significante beneficio de
salde publica e custo-efetividade em areas de alta prevaléncia (104). Estudos de
implantacéo piloto estdo em andamento em Ghana, Kenya e Malawi, com a incluséo
no calendario de vacinacdo em bebés, incluindo uma quarta dose de reforco 18

meses apos a terceira dose (115).

Outra vacina baseada no estagio pré-erirocitico do P. falciparum é a vacina
composta por esporozoita atenuados denomidada PfSPZ. Os esporozoitas sao
atenuados por diferentes abordagens para preparar o produto candidato a vacina:
atenuacdo da radiacdo (chamada Vacina PfSPZ), atenuacdo quimica obtida in vivo
pela administracdo concomitante de drogas antimalaricas (chamada PfSPZ-CVac
para vacinacdo quimioprofilatica), ou atenuacdo genética pela delecdo dos genes
necessarios para completar o desenvolvimento hepéatico (chamada PfSPZ-GAL para o
primeiro candidato PfSPZ geneticamente atenuado (NCT03163121)). Ensaios clinicos
demonstraram que a imunizacdo com esporozoitos atenuados irradiados induziu altos

niveis de protecdo estéril (80%) em ensaio controlado de infeccdo com malaria
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humana (CHMI) com parasitos homélogos (118-121) e que quatro doses conferiram

55% de protecao estéril, até 14 meses apos a ultima imunizacéo (108).

Outra estratégia vacinal para este estagio inclui a ME-TRAP (multiple epitope
thrombospondin-related adhesion protein), que consiste numa fusdo de epitopos de
Célula B, Célula T CD4 e CD8 de diversos antigenos pré-eritrociticos de P. falciparum
fusionados ao alelo T9/96 da TRAP, codificada nos vetores Adenovirus simiano
sorotipo 63 (ChAd63) e virus vaccinia Ankara modificado (MVA). Essa vacina se
mostrou segura e imunogénica, capaz de induzir resposta celular em individuos sem
histérico de maléaria (122,123) e uma eficacia de 67% contra a infeccdo malarica,

entretanto essa protecao foi parcial.

Outros candidatos vacinais de estagio pré-eritrocitico vém sendo estudados e
testados. Um novo antigeno, a proteina de célula transversal para oocinetos e
esporozoitos (CelTos) tem sido identificado como uma proteina essencial para ser
transversal, tanto em mamiferos quanto em mosquitos e, em murinos, vem induzindo
completa protecdo estéril contra esporozoitos (73,124,125). Os antigenos do estagio
hepatico — 1 (LSA), LSA-2, LSA-3 também foram incluidos como candidatos vacinais.
Estudos mostraram que imunizacdo com LSA-1 foi segura e imunogénica e provocam
altos titulos de anticorpos especificos e de IFN-gama e IL-2 CD4+ T. Ensaios clinicos
da vacina LSA-1 vem sendo investigado e LSA-3 tem sido objeto de estudo em

ensaios pré-clinicos (126).

As vacinas do estagio eritrocitico provocam respostas anti-invasdo e
antidoencas (73). A aquisicdo de anticorpos no soro contra merozoitos e eritrocitos
infectados estdo associados com a reduzida susceptibilidade a maléaria. Atualmente
diversos antigenos de fase eritrocitica compdem vacinas que estdo sendo utilizada
em ensaios vacinais. Uma dessas vacinas é a GMZ2, que contém fragmentos das
proteinas GLURP e MSP-3 de P. falciparum. A GLURP é expressa durante todo o
estagio de desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado enquanto a MSP-3
€ expressa nos merozoitos. Ensaios clinicos tém demonstrado que a GMZ2 é bem
tolerada, segura e imunogénica e que os elevados titulos de anticorpos IgG induzidos
apos imunizagéo sao especificos e funcionais, capazes de controlar o crescimento in
vitro de P. falciparum em presenca de mondcitos (127,128). Além disso, foram

demonstrados alta prevaléncia e titulos de anticorpos naturalmente adquiridos contra
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a GMZ2 e seus componentes em individuos residentes em area de alta endemicidade
de malaria na Africa (129,130). Ensaios clinicos tem demonstrado a baixa eficacia de
GMZ2, entretanto, pode ter um grande impacto no combate a malaria, principalmente

se combinada a uma candidata bloqueadora de transmissédo (131-135).

Outra candidata a vacina antimalarica contra fase eritrocitica € a MSP3-LSP
gue esta atualmente, esta em ensaios clinicos de Fase lIb. A MSP3-LSP é derivada
da regido C-terminal da Proteina-3 de Superficie do Merozoito. Essa candidata
vacinal demonstrou ser segura e imunogénica em individuos sem histérico de maléria
(136), adultos semi-imunes e criancas residentes em areas endémicas. Ensaios
clinicos revelaram que a MSP3-LSP induziu altos niveis de anticorpos citofilicos (IgG1

e 1gG3), capazes de inibir o crescimento do parasito in vitro e in vivo (127,133-136).

Algumas proteinas de superficie de merozoito tém sido identificadas como alvo
dos anticorpos que inibem a invasdo no eritrocito e sdo consideradas candidatas a
vacina. Essas incluem as Proteinas de Superficie de Merozoito-1 (MSP-1), MSP-2 e
MSP-3, Antigeno Rico em Serina (SERA), Antigenos de Ligacdo ao Eritrocito,
Antigeno de Superficie de Eritrécito infectado com Anel (RESA) e Antigeno de
Membrana Apical (AMA1l). A imunizacdo de criancas com a proteina AMA-1 em
adjuvante ASO mostrou uma eficacia cepa-especifica de 60% (84). Outro estudo
mostrou que a imunizacdo com AMA-1 em associacdo com a Proteina RON2L
(Rhoptry neck protein 2) melhora a imunogenicidade de alguns epitopos preservados
de AMALl (85,136). Outro ensaio clinico de fase 1 utilizando a MSP-1 com o
adenovirus de chimpanzé recombinante (ChAd63) e o vetores baseados no virus da
vacina modificada (MVA) induziu resposta anticorpo especifica contra PfMSP1
(122,136,137). Outra candidata a vacina contra fase sanguinea atualmente é a PfRh5,
parte de uma familia de proteinas conhecidas como Proteina Homologa de Ligacéo
ao Reticulécito, uma proteina merozoita essencial para a invasao nos eritrocitos. A
primeira geracdo desta vacina esta sendo testada em ensaios clinicos em Oxford e
Tanzéania e estudos mostraram que anticorpos contra PfRH5 neutralizam merozoitos
in vitro e parecem ser cepa transcendente (138). Um outro antigeno promissor € o
Schizont Egress Antigen-1 (SEA-1), um antigeno do parasito expresso nas ceélulas
eritrociticas infectadas por esquizonte, que é essencial para a ruptura no estagio

eritrocitico. Anticorpos contra PfSEA-1 estdo associados com a redugédo da maléria
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grave. Nao se sabe ainda se anticorpos antiPfSEA poderdo também bloquear a saida
do esquizonte (72).

Acredita-se que os casos de fatalidade ocasionados pela doenca resulte em
parte das reacfes patoldgicas induzidas por toxinas liberadas pelo P. falciparum por
ocasido da ruptura dos eritrocitos ao final do ciclo eritrocitico. Assim, anticorpos contra
essas toxinas também podem proteger contra a doenca induzida pelo P. falciparum.
Imunizacdo com sintéticos de Glicosilfosfatidilinositol (GPI) produz anticorpos anti-GPI

capazes de neutralizar GPI resultando na sobrevivéncia do individuo (139,140).

Os principais antigenos candidatos a vacina bloqueadora de transmissdo séo
Pfs230 e Pfs48/45, antigenos cuja expressdo se inicia no gametdécito intracelular no
hospedeiro vertebrado, e Pfs25 e Pfs28, antigenos cuja expressao se inicia no
gametdécito extracelular no hospedeiro invertebrado. O antigeno de oocineto Pfs25
expresso em S. cerevisiae tem mostrado uma moderada imunogenicidade e niveis
subdétimo de atividade bloqueadora de transmissdo em ensaios clinicos de Fase la
(141-143). Um dos problemas enfrentados na abordagem com vacinas bloqueadoras
de transmissdo é a auséncia de reforco natural seguido a imunizagédo, o que poderia

limitar a sua eficacia (142,143).
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Tabela 1. Principais antigenos plasmodiais candidatos a vacina antimalarica

ALVOS

ANTIGENOS CANDIDATOS

Esporozoitos

Proteina Circumesporozoita (CSP)

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

Proteina de travessia celular de oocinetos e esporozoitos

(CelTOS)
Estagio pré- CSP
eritrocitico Antigeno do estagio hepatico (LSA) -1, -2 e -3
SALSA
STARP
Merozoitos Proteina de superficie de merozoito (MSP) -1, -2, -3, -4 e -5
Antigeno 175 de ligagdo a hemécia (EBA) -175
Antigeno da membrana apical (AMA) -1
Proteina associada a roptria (RAP) -1 e -2
Antigeno de repeticéo acidobasico (ABRA)
Proteina de ligagdo ao Duffy (DBL) P. vivax
Estagio Antigeno de superficie da hemacia fase de anel (RESA)
eritrocitico Proteina rica em serina (P126/SERA/SERP/P105/P113/P140
Proteina de membrana de hemécia (EMP) -1, -2 e -3
Proteina rica em glutamato (GLURP)
Toxinas Glicosilfosfatidilinositol (GPI)
Estagio Ps25, Ps48/45, Ps230
sexuado

Fonte: Adaptado de Baptista (135) (2017)

Embora muitos antigenos tenham sido identificados como alvos vacinais e
tenham sido testados em ensaios pré-clinicos e clinicos nenhum deles gerou uma
perspectiva solida de que uma vacina eficaz e de efeito duradouro possa estar
disponivel nos proximos anos (144-146), tornando, assim, importante a busca de
novos candidatos vacinais. Nesse contexto, as Proteinas de Superficie do Merozoito
de Ligacdo ao Duffy 1 e 2 (MSPDBL-1 e a MSPDBL-2) de Plasmodium falciparum se

apresentam como candidatas promissoras.
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1.6 A superficie de merozoito e as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2

Os merozoitos representam um importante alvo vacinal porque estdo expostos
ao sistema imune do hospedeiro antes da invasao no eritrocito. O contato inicial entre
0 merozoito e o eritrocito € um passo crucial, pois o parasito deve distinguir entre os
eritrocitos competentes para invasao e outros tipos de célula (147-149). Assim, varios
antigenos expostos na superficie do merozoito tem sido caracterizado visando uma
melhor compreenséao do ciclo evolutivo do Plasmodium e a identificagdo de antigenos
gue possam ser caracterizados com os alvos vacinais (150,151).

A superficie do merozoito é constituido principalmente por proteinas ancoradas
por Glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo a Proteina de Superficie do Merozoito (MSP)
-1 a mais abundante (152,153). A MSP-1 é sintetizada no estagio esquizonte como
um precursor de aproximadamente 195 kDa. Ao final da esquizogonia, a MSP-1 é
clivada proteoliticamente dando origem a polipeptidios de tamanhos variados. Alguns
desses polipeptidios se associam a outras proteinas da superficie do merozoito, como
a MSP-7 e a MSP-6, e formam um complexo ndo covalente que é transportado para a
superficie (153,154). Esse complexo consiste em 4 polipeptidios de MSP-1 clivados,
gue sdo nomeados de acordo com o0 seu peso molecular: um fragmento de 83 kDa
(MSP-1s3), dois fragmentos de 30 e 38 kDa (MSP-130 e MSP-13s8) e um fragmento de
42 kDa (MSP-142). ApOs a liberacdo dos merozoitos na corrente sanguinea, ocorre um
segundo processamento, no qual o polipeptidio de 42 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). O fragmento MSP-133 é liberado na corrente sanguinea ao passo
gue o fragmento C- terminal MSP-119 é ancorado na membrana do merozoito via GPI
(155).

Acredita-se que a MSP-1 tenha papel importante na invasdo do merozoito no
eritrécito, visto que o receptor do fragmento MSP-119 é a Banda 3, uma proteina
abundantemente presente na membrana do eritrocito (154). Adicionalmente, o
fragmento MSP-1s3 interage com a glicoforina A (GPA) que também €& abundante na
superficie do eritrécito, sugerindo um modelo de invasdo em que as mudltiplas
subunidades da MSP-1 se ligam ao complexo GPA — banda 3 na superficie da célula

no momento inicial da invaséo (155).
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Outras proteinas de superficie de merozoito ndo apresentam dominio
transmembrana aparente ou motivos ancorados de GPI, presumindo-se que estejam
associadas extrinsecamente pela ligacdo direta com proteinas na superficie do
parasito (Figura 7). Entre as proteinas que ndo possuem ancoramento por GPI ou
dominio transmembrana estdo membros da familia MSP-3 (155,156).

A familia MSP3 consiste em um grupo de antigenos codificados por genes no
cromossomo 10. Os membros da familia MSP-3 s&o caracterizados por um dominio
SPAM (Antigeno Polimérfico Secretado Associado com Merozoitos) na sua regido C-
terminal, que contém uma regido rica em acido glutamico seguida de uma sequéncia
Leucine Zipper-Like (LLZ). A regido SPAM é conservada entre os membros da familia
e em isolados de campo, resultando na inducdo de anticorpos com reatividade
cruzada (152).

Dois membros da familia MSP3 apresentam caracteristicas que os diferenciam
do resto das proteinas dessa familia. Além do dominio C-terminal SPAM, eles
possuem uma regido rica em cisteina, o dominio Duffy Binding-Like (DBL). Da mesma
forma que a Proteina de Ligacdo Duffy em P. vivax e que Erythrocyte Binding Antigen-
175 (EBA-175), EBA-140 e EBA-181 em P. falciparum, antigenos que se ligam a
receptores sobre eritrocito e medeiam a invasao, a DBL de MSPDBL-1 e MSPDBL-2
pode se ligar a receptores desconhecidos na superficie de eritrocito, sugerindo seu
papel no processo de invasado (157,158). Essas duas proteinas estdo colocalizadas
no estagio esquizonte maduro num modelo de “cacho de uvas” (156) consistente com
sua presenca sobre a superficie do merozoito, e foi observado que MSPDBL-1 estava
localizada sobre a superficie de merozoito e MSPDBL-2 tem localizacdo similar,
embora apareca mais concentrado na regido final apical (156-158). As proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 séo parte de um amplo complexo de MSP1. Elas se ligam
diretamente a superficie do eritrocito, demonstrando que o complexo MSP-1 atua
como uma plataforma que mostra estas duas proteinas sobre a superficie de
merozoitos para se ligar a receptores de eritrocitos e realizar invasdo (158,159)
(Figuras 7, 8). Estudos sugerem que os ligantes de invasédo, assim como antigenos
expressos na superficie do merozoito em P. falciparum constituem importantes

candidatos a vacina (159).
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Figura 7. MSPDBL-1 e MSPDBL-2 formam um complexo com MSP-1 que medeia
a interacdo com o eritrocito durante a invasao. Fonte: Lin (154) (2014).

MSPDBL 1

N-terminal - DBL C-terminal -
SPAM

MSPDBL 2

N-terminal - DBL C-terminal -
SPAM

Figura 8. Representacdo esquematica das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2.
Criado pela autora adaptado do artigo Tetteh (156).

Analises de populacdo gendmica revelaram muitos polimorfismos em ambos os
genes, principalmente nos dominios DBL, consistente com o fato desses genes
estarem sob forte selecdo balanceadora, tipo de selecdo que mantém diferentes
alelos dentro de uma populacdo, um indicativo de que essas proteinas estejam
sofrendo intensa pressao imunoldgica, concordante com a sua presenca na superficie
do merozoito (159). Muitas dessas mutagbes s&o dimorficas in natura, com,
aproximadamente 10-20% dos amino&cidos mutantes envolvendo uma mudanca na
polaridade. Apesar desses altos niveis de diversidade, estudos recentes revelam que

anticorpos especificos para o dominio DBL de MSPDBL-2 s&o adquiridos
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naturalmente e estdo associados com a reducédo do risco da malaria. Recentemente,
foi demonstrado que polimorfismos de nucleotideos simples (SNP) na regido DBL de
MSPDBL-2 esta associado com 0 aumento da resisténcia ao holofantrina, mefloquina
e lumefantrina (160,161).

Embora essas proteinas apresentem um perfil polimorfico, estudos realizados
em areas de alta endemicidade de malaria mostraram que anticorpos contra as
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estdo associados com protecdo contra a malaria
clinica, contra altas parasitemias e s&o capazes de inibir o crescimento do P.
falciparum in vitro, sugerindo um importante papel na imunidade antimalarica (157-
159).

Considerando as diferencas genéticas entre 0s parasitos circulantes e a
populacdo exposta, avaliar a reposta imune contra as proteinas MSPDBL-1 e
MSPDBL-2 em populacdes residentes em areas endémicas brasileiras de malaria,
com diferentes cenarios epidemiologicos, podem gerar dados que ressaltem o

potencial dessas proteinas como candidatas a vacina antimalérica.

1.7 Justificativa

As proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estdo presentes na superficie dos
merozoitos e participam do processo de invasdo no eritrocito. Estudos realizados em
areas de alta endemicidade de malaria mostraram que essas proteinas podem
participar do processo de imunidade antimalarica visto que anticorpos contra as
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estdo associados com protecdo contra maléria
clinica e que esses anticorpos naturalmente adquiridos sdo capazes de inibir o
crescimento do P. falciparum in vitro. Considerando que os parasitos que circulam no
Brasil e as populacbes expostas podem apresentar caracteristicas genéticas
diferentes de outras areas endémicas, € importante a realizacdo de estudos que
possam contribuir para um melhor entendimento da resposta imune naturalmente
adquirida para os antigenos candidatos a compor uma vacina antimalarica, visto que

a eficacia de uma vacina pode variar em diferentes cenarios epidemiologicos.
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No presente trabalho, propomos avaliar o perfil da resposta imune humoral
contra as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de P. falciparum em individuos
naturalmente expostos residentes em areas endémicas brasileiras de malaria com
diferentes niveis de endemicidade. Esse é o primeiro trabalho que avalia a resposta
imune naturalmente adquirida contra as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em &reas

endémicas brasileiras de malaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil da resposta imune humoral contra as proteinas MSPDBL-1 e
MSPDBL-2 de P. falciparum em populacdes naturalmente expostas a malaria da

Amazobnia Brasileira.

2.2 Objetivos Especificos

» Estudar a resposta anticorpo dirigida as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2

de P. falciparum em residentes de areas endémicas brasileiras de malaria.
 Avaliar a relevancia das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 no processo de
aquisicdo de uma imunidade antimalérica, pela analise das classes e subclasses de

anticorpos e pelos dados clinicos e epidemiolégicos.

* Identificar os epitopos B imunodominantes das proteinas MSPDBL-1 e

MSPDBL-2 de P. falciparum nas populacdes estudadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descri¢do das areas estudadas

O estudo foi realizado em cidades pertencentes aos estados do Amazonas e do
Acre. O estado do Acre esta localizado no sudoeste da Amazdénia e ocupa uma area
de 164.221,36 Km? e essa extensao territorial corresponde a 4% da regido Amazonica
Brasileira e a 1,9% do territorio nacional. O estado do Amazonas esta situado na
regido norte é o estado de maior extensdo territorial e apresenta uma area de
1.570.745,680 Km?, que representa 18,5% do territério nacional. A regido é
influenciada pelo clima tropical quente e umido, com a temperatura média 31,4° C e

estacdo das chuvas no periodo entre dezembro e maio.

Um estudo de coorte transversal foi realizado de junho a agosto de 2016 em trés
areas endémicas da Amazobnia brasileira. Duas destas é&reas, Cruzeiro do Sul
(07°37°50”S/72°40’13”0) e Méancio Lima (07°36’49”S/72°53’47”0) sao areas de alto
risco situadas no Vale Jurud, estado do Acre, e correspondem, respectivamente, aos
3° e 6° principais “hotspots” (Os pontos criticos que constituem o principal reservatério
para a transmissdo da maléaria residual, com maior incidéncia de malaria do que as
areas vizinhas e, portanto, tém o potencial de formar angulo para estratégias de
intervencdo bem sucedidas), entre os 17 municipios que concentram 80% da
transmissao da malaria P. falciparum em toda a Amazonia. O municipio de Guajara
(02°58°18°S/57°40’°38'0), uma area de meédio risco no estado do Amazonas, foi

também incluido (Figura 9).
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Figura 9. Destaque das areas de Cruzeiro de Sul, Mancio Lima e Guajara, Matos
(162) (2019).

Em 2016, ano da coleta das amostras, Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Guajara
registraram 5447, 1432, 674 casos de malaria falciparum e Incidéncia Parasitaria
Anual (IPA) de 85.3, 67.3, 43.3 para malaria. Historicamente, a IPA de malaria no
Brasil € um indicador destinado ao monitoramento da regido amazobnica, enquanto
para a regido extra-amazonica utiliza-se, principalmente, o monitoramento de namero

de casos absolutos e ocorréncia de surtos.

3.2 Voluntéarios

Foram coletadas 299 amostras de individuos de trés diferentes areas: Cruzeiro
do Sul (AM) (n= 124), Méancio Lima (AM) (n= 88) e Guajara (AC) (n= 87). Também
foram coletadas amostras de individuos que residem nas éareas de estudo sem
historia pregressa de maléria para fazer parte do grupo controle (CO) (n= 53). As
amostras de sangue coletadas e os dados pessoais e epidemiolégicos dos

participantes da pesquisa foram consentidos por escrito pelos voluntarios.
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O trabalho de campo foi realizado com o apoio da Coordenacdo de Endemias de
Cruzeiro do Sul, de Mancio Lima e de Guajara no periodo de junho a agosto de 2016.
Em Mancio Lima, individuos que procuravam assisténcia médica no Hospital Dr. Abel
Pinheiro Maciel Filho foram convidados a participar do estudo. Além da busca
passiva, também foi realizada busca ativa em colaboragdo com a equipe de agentes
de saude da Unidade de Saude da Familia Sofia de Almeida Barreto. Em Cruzeiro do
Sul foram realizadas busca ativa — em colaboracdo com os Agentes de Saude — e
passiva dos pacientes que procuravam assisténcia na Unidade de Saude Gilmar
Céandido da Silva, localizado em Lagoinha. Em Guajara, a busca foi exclusivamente

ativa, também com o apoio dos Agentes de Saude do local.

Critérios de inclusao e exclusao dos voluntarios:

Critério de incluséo:
Todos os individuos residentes nas localidades acima descritas que aceitaram
participar de nosso estudo, independente de apresentarem ou nao sintomas de

malaria.

Critério de exclusao:

Foram excluidos de nosso estudo populacdes indigenas, grupos religiosos,
militares, presidiarios, doentes mentais, parturientes e gestantes, além de criancas

abaixo de 12 anos de idade.

Comité de ética

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

3.3 Coleta de dados pessoais e epidemioldgicos

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

busca passiva. Durante as visitas, os individuos foram informados sobre as formas de
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transmissao da malaria e medidas profilaticas. O projeto foi explicado ao individuo,
ressaltando que a sua participacéo era de livre e de espontanea vontade sem prejuizo
para seu atendimento ou tratamento. Os individuos que aceitaram participar do
estudo leram e foram informados do conteido do termo de consentimento. Apds
consentimento dos individuos, foi obtida uma autorizagdo por escrito de todos os
voluntarios (Anexo Il) ou de seus responsaveis, caso menor de idade (Anexo Ill). Apos
a assinatura, todos os voluntarios participaram de uma entrevista com o objetivo de
preencher um questionario de investigacdo para a coleta de dados pessoais e
epidemiologicos (Anexo V).

3.4 Coleta de sangue

ApOs a coleta dos dados pessoais e epidemiolégicos e da obtencdo do
consentimento, aproximadamente 20 mL de sangue foram coletados por via
endovenosa em tubos Vacutainer com heparina ou com EDTA (Becton & Dickinson).
As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas antes do inicio do tratamento
(DO) e apods o término do tratamento (D15), em caso de individuos com diagndéstico
positivo de maléaria por P. falciparum. As amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm
durante 10 min e os plasmas correspondentes foram aliquotados e estocados a -20°C
até o momento do uso. As amostras coletadas em tubos com EDTA foram
criopreservadas utilizando o mesmo volume da solucdo criopreservadora glicerolyte
(0.9% NaCl, 4.2% sorbitol, 20% glicerol, Sigma) e, entdo, estocadas a -70°C até o
momento do uso. No total, foram coletadas 352 amostras: 124 amostras de Cruzeiro
do Sul, 88 amostras de Mancio Lima, e 87 amostras de Guajara. Também foram
coletadas 53 amostras de individuos que residem nas areas estudadas sem historico
de maléria (controles de &rea) (Anexo V).

3.5 Diagnéstico de malaria

Na ocasido da coleta foram confeccionadas laminas de distensédo sanguinea e
gota espessa coradas com o método de Mary-Grunwald Giemsa para identificacao e
guantificacdo dos parasitos circulantes por microscopia. A parasitemia foi expressa

como o numero de parasitas/pyl de sangue, calculado multiplicando o numero de
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parasitas contados por 500 leucécitos e o niumero de leucécitos do individuo dividindo
0 produto por 500. Doadores positivos para P. vivax e/ou P. falciparum no momento
da coleta de sangue foram subsequentemente tratados pelo regime quimioterapico

recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil.

Para aumentar a sensibilidade do diagnodstico foram realizadas analises
moleculares pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando
iniciadores (Genone Biotecnologies) especificos para género (Plasmodium sp.) e
espécies (P. falciparum e P. vivax) em todas as amostras, conforme descrito

previamente por Snounou et al., 1999 (163).

O DNA foi extraido das amostras de sangue criopreservadas utilizando o kit
comercial QIAmp® DNA Blood Mini (QlAgen, Hilden, Germany), seguindo as
instrucbes do fabricante. Resumidamente, 200 pL de sangue previamente
descongelado em temperatura ambiente foram adicionados a um tubo eppendorf de
1.5 mL com 20 pL de protease K (QIAgen) no fundo e levemente homogeneizado. Em
seguida foram adicionados 200 pL do tampdo AL (QIAgen). O tubo foi
homogeneizado rapidamente em vortex e incubado a 56 °C por 10 minutos. Apds a
incubacdo foram adicionados 200 pL 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 liquido. Em seguida, foram adicionados
500 pL do tampédo AW1 (QlAgen) seguido de centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm e
remocgéao da coluna para um novo tubo. Entdo, foram adicionados 500 pL do tamp&o
de lavagem AW2 (QIAgen) 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 eluido em 100 pL do

tampéo AE (QIAgen) e estocado a 4 °C até a sua utilizacéo.

Para a reacdo de PCR foram utilizados 2 puL do DNA extraido do isolados
plasmodiais acrescidos a 23 pL do mix de PCR, contendo 2,5 uL de DNTPs a 10 nM,
1 pL de cada iniciador (senso e antissenso) a 10 pMol/uL, 2,5 pL de tampé&o 10x
(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA), 3 uL de MgCl2 a 3 mM e 0,25 pL
de AmpliTaq Gold™ DNA Polimerase (Applied Biosystem) 12,75 pL de agua destilada
ultrapura (Invitrogen) totalizando o volume final de 25 pL por reacdo. As reacfes de

PCR foram submetidas a ciclagem de temperatura especificas para cada par de
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primer no termociclador ProFlex PCR System® (Applied Biosystems) e Veriti 96 Well
Cycler (Applied Biosystem), nas condi¢cdes descritas na tabela 3. Em todas as
reacdes foram utilizados um controle negativo sem DNA, um controle com DNA
extraido de isolado de P. vivax e um controle positivo (DNA extraido a partir de cultura
in vitro de P. falciparum, cepa W2).

3.6 Proteinas recombinantes de MSPDBL-1 e MSPDBL-2

As proteinas recombinantes correspondentes a regido DBL das proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram doadas pelo colaborador Dr. Michael Theisen
(Statens Seruminstitut, Copenhague, Dinamarca) (Figuras 10 e 11).

Mspdbl-1
MKKIY SIFFSLFILNLHIYIKNIKCNDLINYNDSNLRNGLLNNSLDLTNGLNNKDNSFID
SKIEEHENKSYQNKDNNISIVGQDVPITSVY SSKIINANDLEGNSIDDTKGLSVTNSGFD DBL1

KCPDENFCKGIKNVLSCPPKNSTGRNGDWISVAVKESS
DGSAFGGGLPF3GY SPLAGNHNKCPDENFCKGIKNVLSCPPKNSTGRNGDWISVAVKES S TTHKGVLVPPRRTKLCLRNINKVWHRIKDEKNFKEEFY

TTNKGVLVPPRRTKLCLRNINKVWHRIKDEKNFKEEFVKVALGESNALMKHYKEKNLNAL KVALGESNALMKHYKEKNLNALTAIKYGF SOMGDIIKG
TDLIDYQITKNINRALDKILRNET SNDKIKKRVOWWEAN
TAIKYGFSDMGDIKGTDLIDYQITKNINRALDKILRNET SNDKIKKRVDWWEANK SAFW KSAFWDAFMCGYKVHIGNKPCPEHDNMDRIPQYLRWF

DAFMCGYKVHIGNKPCPEHDNMDRIPQYLRWFREWGTYVC SEYKNKFEDVIKLCNIQQFT REWGTYVCSEYKNKFEDVIKLCNIQQFTNQDDSQLLEI
SKKDKCKEALKHYEEWVNRRRPEWKGQCDKFEKEKS

NQDDSQLLEISKKDKCKEALKHYEEWVNRRRPEWKGQCDKFEKEKSKYEDTKSITAEKYL KYEDTKSITAEKYLKEICSECDCKYKDLONTFKEFKD
KEICSECDCKYKDLDNTFKEFKDNVTLLKAVIDNKKNQDSLTTTSLSTSINSVRDSSNLD

QRGNITTSQGN SHRATYVQQVDATNRLDNVNSVTQRGNNNYNNNLERGLG SGALPGTNII
TEEKYSLELIKLTSKDEEDIIKHNEDVREEIEEQQEDIEEDEEELENEGEETKEEDDEEK

NETNDTEDTDDTEDTEDIEEENKEKEL SNQQQSEKKSISKVDEDSYRILSVSYKDNNEVK
NVAESIVKKLF SLFNDNNNLETIFKGLTEDMTOLFQK

Figura 10. Sequéncia de aminoacidos da proteina recombinante MSPDBL-1. Azul:
sequéncia de aminoacidos do dominio DBL-1.

Mapdbil 2

MIYILSIVFYIFFLHIDIYVNIY STCFVWNEGNPNLRNNIINDDELKGKAYNNTIDAN
NQNIEYNKNLKHNVNSSHISKFSDIMDQEDKGDNEN SHDIKFEEKKNINK SLDAES|
GINEISITGNDSNSDNSNQNIFPDGSELAGGIPRSIYTINLGFNKCPTEEICKDF SNLF
CREKNVHERNNWLGSSVKNFSSDNKGVLVPPRRQSLCLRITLQDFRTKKKKEGDFEK
FIYSYASSEARKLRTIHNNNLEKAHQAIRY SFADIGNIIRGDDMMDTPTSKETITYLEKY

DBL2

KCPTEEICKDFSNLPQCRKNVHERNNWLGSSVKNFSS5DN
KGVLVPPRRQSLCLRITLODFRTKKKKEGDFEXFIYSYASSE
ARKLRTIHNNNLEKAHQAIRYSFADIGNIIRGDDMMDTPT
SKETITYLEKVLKIYNENNDKPKDAKKWWTENRHHVWEA
MMCGYQSAQKDNQCTGYGNIDDIPQFLRWFREWGTYV
CEESEKNMNTLKAVCFPKQPRTEANPALTVHENEMCSST
LKKYEEWYNKRKTEWTEQSIKYNNDKINYTDIKTLSPSEYLI
EKCPECKCTKKNLQDVFEL

LKIYNENNDKPKDAKKWWTENRHHVWEAMMCGYQSAQKDNQCTGYGNIDDIPQFL
RWFREWGTYVCEESEKNMNTLKAVCFPKQPRTEANPALTVHENEMCSSTLKKYEE
WYNKRKTEWTEQSIKYNNDKINYTDIKTLSPSEYLIEKCPECKCTKKNLQDVFELTFD
GKALLEKLKKEESPVSNSVNALPEPGQITLPDPSLKQTTQQENQPVVETPVTTAVINE
HQGQTEPNKGDNNNERENHESNVGSIQEVNQGSVSEESHSKTIDP SKIDDRLELSSG
SSSLEQHSKEDVKKGCALELVPLSLSDIEQIANESEDVLEEIEEEINTDGEIEYITEEEIK
EDIEEETEEDIEEETEEETEEETEEEADEETVKEIEDKPEQEIKNKSLEEKQIDKNTDTS
EKKGFNNSEKDEKARNLISKNYKNYNELDKNVHTLVNSIISLLEEGNGSDSTLNSLSK
DITNLFKN

Figura 11. Sequéncia de aminoacidos da proteina recombinante MSPDBL-2.
Laranja: sequéncia do dominio DBL-2.
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3.7 Predicdo de epitopos lineares/continuos de célula B

A predicdo dos epitopos lineares de células B foi realizada em colaboracao
com o Dr. Rodrigo Nunes Rodrigues-da-Silva, utilizando o software BCPreds (164). As
sequéncias das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram submetidas a predigao de
epitopos de células B no programa BCPreds: B-cell epitope prediction. A predi¢cdo dos
epitopos lineares de células B foi realizada em colaboracdo com o Dr. Rodrigo Nunes
Rodrigues-da-Silva, utilizando o software BCPreds (165). Essa predicdo € baseada
usando modelos de vetores de suporte de maquinas. Uma classe de método de
aprendizagem de maquinas supervisionadas utilizadas para classificacdo e regressao.
Foi realizada a selecao de busca por epitopos com 15 aminoacidos e todos acima do

limiar padrao estabelecido pelo programa (75%) foram considerados.

3.8 Sintese dos peptideos

Apdés uma andlise consensual das ferramentas de predicdo in silico, trés
sequéncias foram identificadas como epitopos relevantes dentro da sequéncia de
MSPDBL-1 e 6 sequencias foram identificados como epitopos relevantes dentro da
sequéncia de MSPDBL-2. Dessa forma, as sequéncias foram sintetizadas por
fluorenilmetoxicarbonil (F-moc) quimica de fase sélida (164,165,166) (GenOne
Biotechnologies, Brasil). A cromatografia analitica dos peptideos demonstrou uma
pureza de > 95% e a andlise espectrométrica de massa também indicou as massas

estimadas para cada um deles, conforme tabela abaixo:
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Tabela 2. Peptideos sintetizados correspondentes aos epitopos B preditos das
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2

Proteina Peptideo Estrutura Massa estimada
(g/mol)
MSPDBL1 P1 AK-20 2168.49
(143-443) P2 GT-20 2364.58
P3 KS-20 2173.41
MSPDBL 2 P4 QY-20 2557.85
(161-457) P5 EN-20 2646.81
P6 SS-20 2339.54
P7 TK-20 2300.71
P8 MD-20 2196.35
P9 KH-20 2207.55

3.9 Avaliacdo da resposta imune humoral contra as proteinas MSPDBL-1 e
MSPDBL-2 e peptideos

Para a avaliacdo da resposta imune humoral contra as proteinas MSPDBL-1 e
MSPDBL-2 foram utilizadas proteinas recombinantes correspondentes as regides
DBL-1 e DBL-2 de MSPDBL-1 e MSPDBL-2, doadas pelo colaborador Doutor Michael
Theisen do Statens Serum Institut (Copenhague, Dinamarca). Aqui foram
pesquisados os anticorpos IgG e IgM pela técnica de ELISA, em condi¢cdes
previamente padronizadas. As subclasses IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 foram avaliadas
em todas as amostras que apresentaram anticorpos IgG para estes antigenos
estudados. E para avaliagdo da resposta imune humoral contra os peptideos para a
pesquisa do mapeamento dos epitopos foram realizadas em todas as amostras para

gue fossem pesquisadas a reacédo para anticorpos IgG.

Placas de 96 pocos da marca Nunc Maxisorp foram sensibilizadas com as
proteinas recombinantes e o0s peptideos. Para as proteinas, as placas foram
sensibilizadas com Carbonato/Bicarbonato e para os peptideos sintéticos foram
sensibilizadas com PBS 1x, ambas overnights. No dia seguinte, as placas eram
lavadas 3 vezes com PBS 1x- Tween20 a 0,05% e feito o bloqueio com 2% de BSA

em PBS 1x- Tween20 0,05% por hora a 37 °C. Apds o periodo de incubacdo de cada
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etapa a placa é lavada sempre 3x com PBS 1x- Tween 20 0,05%. Na etapa seguinte,
0 soro era diluido 1:100 em 0,5% de BSA em PBS 1x-Tween 20 0,05% e incubado
por 1 hora a 37°C. Na etapa seguinte, apés a lavagem, o anticorpo IgG era diluido
4uL/1000 mL (para as proteinas) e 1uL/2000 mL (peptideos sintéticos) em 0,5% de
BSA em PBS 1x-Tween 20 0,05% por mais uma hora. Apds nova lavagem, ao término
da incubacao, a reacao foi revelada com 100 pL de uma solucéo contendo 0,4 mg/mL
de OPD (Sigma) em tampdao de citrato-fosfato pH 5,4 (acido citrico 24 mM, Sigma, e
fosfato de sodio dibasico, 51 mM, Sigma) e peroxido de hidrogénio 30%, da Merck,
diluido 1:2000 durante aproximadamente 5 minutos. A reacado foi interrompida pela
adicao de 50 pL de acido sulfurico 2N (Merck).

A leitura da placa foi feita por meio da leitura da Densidade Optica (DO) em
espectrofotdbmetro Spectramax (Molecular Devices, California, EUA) a 492nm. Todos
os plasmas foram testados em duplicata e cada placa recebeu um controle “branco”
(sem plasma), dois soros-padrao reativos e cinco soros-padrdo nao reativos, sendo
estes ultimos de individuos que ndo residem em &rea endémica e nunca tiveram
maléria. Estes resultados foram analisados pelo limite minimo de positividade (cut off),
gue foi calculado a partir da média da DO dos controles negativos mais trés vezes o
Desvio Padrédo (DP). A positividade foi determinada pela raz&o (indice de Reatividade)
entre a DO das amostras testadas e o cut off. As amostras com resultados superiores
a 1.0 foram consideradas positivas.

3.10 Analise dos dados epidemioldgicos e estatisticos

Os dados epidemiolégicos e os resultados dos experimentos foram
armazenados no banco de dados Epi-Info 6 (Centers for Disease Control and
Prevention) e analisados utilizando os programas Epi-Info e GraphPad Instat
(GraphPad Software, Inc). Os testes estatisticos utilizados para verificar as
associacbes e correlacbes entre 0s resultados experimentais e o0s dados
epidemioldgicos foram selecionados a partir do tipo e tamanho das amostras de cada
variavel. Considerou-se que a diferenca era significativa quando a probabilidade de

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

Spearman € um meétodo estatistico ndo-paramétrico de associacdo entre duas
variaveis mensuradas a nivel ordinal, onde a correlacao é calculada pelo coeficiente
de Spearman (rs). Esse foi 0 método estatistico utilizado na avaliagdo da correlagédo
entre variaveis estudadas, utilizado em nosso trabalho para verificar as associacoes
entre dados epidemiolégicos numéricos, como por exemplo, tempo de residéncia em

area endémica e dados de resposta imune humoral.

Teste do Qui-quadrado

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

estudados.

Teste de Mann Whitney

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

parasitados e nao parasitados.

Teste de Wilcoxon
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O teste nao-paramétrico de Wilcoxon compara as médias de dois grupos
pareados. Esse foi o teste escolhido para a avaliacdo estatistica das diferencas
existentes, por exemplo, nos niveis de anticorpos (indice de Reatividade) antes (Dia

0) e 15 dias apos o inicio do tratamento (Dia 15).

Voluntarios

Informacgoes e consentimento

Questionario

Sangue total

Dados pessoais e
epidemiolégicos

Plasma Diagndstico
Resposta imune Mapegm_ento Gota espessa e olecular
humoral epitopico distensdo

Banco de dados

Anélise estatistica e interpretacdo dos resultados

Figura 12. Resumo esquematico da metodologia.

44



4 RESULTADOS

4.1 Avaliacédo dos dados clinicos e epidemiolégicos do estudo

Para a avaliacao do perfil da resposta anticorpo contra as proteinas MSPDBL-1
e MSPDBL-2, foram utilizadas amostras de 299 individuos: 124 individuos residentes
em Cruzeiro do Sul (Grupo CZS), de 88 individuos residentes em Mancio Lima (Grupo
ML) e de 87 individuos residentes em Guajara (Grupo GJ). Também foram utilizadas
as amostras de 53 individuos residentes em areas endémicas sem historico de

malaria que foram utilizadas como controles de area (grupo CO).

As principais caracteristicas dos grupos CZS, ML, GJ e CO estdo apresentadas
nas Figuras 13 e 14 e na Tabela 3. Os dados da histéria pessoal e epidemioldgica de

todos os pacientes correspondem aos do inicio do estudo.

O grupo CZS consistia em 58 (46,7%) individuos do sexo feminino e 66
(53,3%) do sexo masculino (Tabela 3), com idades variando entre 12 e 73 anos (33 +
15). A grande maioria desses individuos (98,2%) era proveniente da regido
amazonica (Figura 13) e estava residindo em area endémica, em média, ha 33 anos
(33 + 15). No momento da coleta, 72 individuos (58%) apresentavam sintomas
iniciados, em média 4 dias antes da coleta (4 + 4), sendo cefaleia, febre e calafrio os
mais frequentes, relatados por 74%, 68% e 48% dos individuos, respectivamente. Do
total, 64 individuos (51,6%) apresentavam parasitos circulantes no momento da
coleta, 25 (20,2%) estavam infectados com P. falciparum e 39 (31,4%) estavam
infectados com P. vivax, com média de parasitemia de 16000 + 20092 parasitos por
microlitro de sangue para P. falciparum e 19142 + 17599 para parasitos por microlitro
de sangue para P. vivax (Tabela 3). Os individuos do grupo CZS relataram uma
meédia de 10 episédios de maléaria (10 + 13) (Tabela 3), sendo que, dos individuos que
relataram ter apresentado pelo menos um episédio da doenga (99,2%), 67%
relataram infeccé@o prévia por P. falciparum e P. vivax, 23% relataram infecgcéo prévia
apenas por P. vivax, 10% apenas por P. falciparum. Os individuos do grupo CZS

relataram o ultimo episodio de malaria ha 60 meses (60 + 97), sendo P. falciparum a
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tltima espécie plasmodial infectante em 35% dos casos, P. vivax em 61% dos casos

e infec¢ao mista (P. falciparum e P. vivax) em 4% dos casos (Tabela 3 e Figura 14).

O grupo ML consistia em 44 (50%) individuos do sexo feminino e 44 (50%) do
sexo masculino (Tabela 3), com idades variando entre 13 e 88 anos (35 + 16). Todos
os individuos eram provenientes da regido amazonica (Figura 13) e estavam residindo
em area endémica, em média, ha 35 anos (35 + 16). No momento da coleta, 48
individuos (55%) apresentavam sintomas iniciados, em média, 6 dias antes da coleta
(6 £ 14), sendo cefaleia, febre e calafrio os mais frequentes, relatados por 75%, 92%
e 57% dos individuos, respectivamente. Do total, 37 individuos (42%) apresentavam
parasitos circulantes no momento da coleta, 12 (13,6%) estavam infectados com P.
falciparum e 25 (28,4%) estavam infectados com P. vivax, com média de parasitemia
de 5600 + 3577 parasitos por microlitro de sangue para P. falciparum e 23294 +
15507 parasitos por microlitro de sangue para P. vivax (Tabela 3). Os individuos do
grupo ML relataram uma média de 13 episodios prévios de maléaria (13 + 13) (Tabela
3). Todos os individuos relataram ter apresentado pelo menos um episédio da
doenca, sendo que 19% relataram infeccdo prévia apenas por P. vivax e 81%
relataram infecgao prévia por P. vivax e por P. falciparum. Os individuos do grupo ML
relataram o Ultimo episoddio de malaria ha 28 meses (28 + 45), sendo P. falciparum a
Ultima espécie plasmodial infectante em 17% dos casos e P. vivax em 83% dos casos
(Tabela 3 e Figura 14).

O grupo GJ consistia em 42 (48,3%) individuos do sexo feminino e 45 (51,7%)
do sexo masculino (Tabela 3), com idades variando entre 13 e 83 anos (37 + 17).
Todos os individuos eram provenientes da regido amazonica (Figura 13) e estavam
residindo em area endémica, em média, ha 35 anos (37 + 17). No momento da coleta,
21 individuos (24,1%) apresentavam sintomas iniciados, em média, 8 dias antes da
coleta (8 + 8), sendo cefaleia, febre e artralgia os mais frequentes, relatados por 86%,
62% e 48% dos individuos, respectivamente. Do total, 17 individuos (19,5%)
apresentavam parasitos circulantes no momento da coleta, 6 (6,7%) estavam
infectados com P. falciparum e 11 (12,8%) estavam infectados com P. vivax, com
meédia de parasitemia de 8000 + 5656 parasitos por microlitro de sangue para P.
falciparum e 10666 + 8326 parasitos por microlitro de sangue para P. vivax (Tabela 3).

Os individuos do grupo GJ relataram uma meédia de 9 episddios de malaria (9 + 10)
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(Tabela 3), sendo que, dos individuos que relataram ter apresentado pelo menos um
episddio da doenca (93%), 70% relataram infeccdo prévia por P. falciparum e P.
vivax, 22% relataram infeccdo prévia apenas por P. vivax, 8% apenas por P.
falciparum. Os individuos do grupo GJ relataram o ultimo episddio de malaria h4 48
meses (48 + 73), sendo P. falciparum a ultima espécie plasmodial infectante em 28%
dos casos e P. vivax em 70% dos casos e infeccdo P. falciparum e P. vivax em 2%

dos casos (Tabela 3 e Figura 14).

O grupo CO (controle de é&rea) consistia em 37 (69,8%) individuos do sexo
feminino e 16 (30,2%) do sexo masculino, com idades variando entre 17 e 43 anos
(23 £ 7). A grande maioria desses individuos (96,2%) era proveniente da regido
amazonica (Figura 13) e estava residindo em &area endémica, em média, ha 22 anos
(22 £ 8). Todos os individuos declararam nunca ter sido infectado e nenhum

apresentava sintomatologia ou parasitos circulantes no momento da coleta.

O grupo CO apresentou uma maior frequéncia de individuos do sexo feminino
gue os grupos CZS (P = 0.008), ML (P = 0.03) e GJ (P = 0.02) (Tabela 3). Os
individuos do grupo CO apresentaram uma média de idade e de tempo de residéncia
em area endémica de maléria menor que os grupos CZS, ML e GJ (P < 0.0001, para
todas as andlises). O grupo ML apresentou um maior nimero de infecgbes anteriores
de maléaria que os grupos CZS (P = 0.01) e GJ (P = 0.0008). O grupo GJ apresentou
um maior tempo de inicio de sintomas que os grupos CZS e ML (P = 0.003, para

ambos).
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Tabela 3. Principais caracteristicas dos individuos dos grupos CZS (Cruzeiro do
Sul), ML (Mancio Lima) e GJ (Guajard)

Cruzeiro Méancio Guajara Total
do Sul Lima n =87
n =124 n =88

Idade (anos) 33+15 35+ 16 37 +17 32+16
Sexo Feminino 58 (46,7%) 44 (50%) 42 (48,3%) 144 (48%)

Masculino 66 (53,3%) 44 (50%) 45 (51,7%) 155 (52%)
SCInES Cefaleia 74% 75% 86%

Febre 68% 92% 62%

Calafrio 48% 57% 7%

Artralgia 26% 27% 48%
Tempo de 33+15 35+ 16 37+ 17 32+ 165
residéncia em éarea
endémica (anos)
Namero 10 £ 13 13 +£13* 9+10 8+12
infeccdes
anteriores
EIEYED
Tempo da Gltima 60 + 97 28 + 45 48 £ 73 12 + 78
infeccao (meses)
Tempo de inicio 4+4 6+14 8+ 8** 4+9
dos sintomas (dias)
Diagnéstico P. falciparum 25 (20,2%) 12 (13,6%) 6 (6,7%) 43 (14,4%)

P. vivax 39 (31,4%) 25 (28,4%) 11 (12,8%) 75 (25,1%)
Parasitemia P. falciparum 16000 + 20092 5600 + 3577 8000 + 5656 12761 + 16999
(parasitos/microlitro  de ILIRVIEVS 19142 + 17559 23294 + 15507 10666 + 8326 20083 + 16512

sangue)

** P =0.01 ML versus CZS, P =0.0008 ML versus GJ; *P =0.003 GJ versus CZS,
P = 0.003 GL versus ML. N: Nimero de individuos testados.
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Figura 13. Procedéncia dos individuos dos grupos CZS (Cruzeiro do Sul), ML
(Mancio Lima), GJ (Guajard) e CO (Grupo Controle). AC: Acre; AM: Amazonas;
MT: Mato Grosso; MG: Minas Gerais; RO: Ronddnia; SP: Sao Paulo
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Figura 14. Frequéncia de espécies plasmodiais de episédios prévios de malaria
(A) e ultima espécie plasmodial infectante (B). CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML:
Grupo Méancio Lima; GJ: Grupo Guajara; PF: P. falciparum; PV: P. vivax; PV e
PF: P. vivax e P. falciparum.
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4.2 Avaliacdo daresposta imune contra as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2

A resposta imune contra a regido DBL das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2
foi avaliada em 299 individuos residentes em Cruzeiro do Sul (AC), Méancio Lima (AC)
e Guajara (AM). Independente da classe de anticorpo, verificamos que a MSPDBL-1
foi reconhecida por anticorpos presentes nas amostras de 176 dos 299 individuos
(59%) enquanto a MSPDBL-2 foi reconhecida por anticorpos presentes nas amostras
de 160 dos 299 individuos (54%).

As prevaléncias da resposta anticorpo das classes IgG e IgM contra as
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estdo mostradas na Figura 15. As prevaléncias de
individuos com anticorpos IgG e IgM foram semelhantes, respectivamente, 42,2% e
28,8% para MSPDBL-1 e 42,5% e 28,8% para MSPDBL-2.
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Figura 15. Prevaléncias da resposta anticorpo das classes IgG e IgM contra as
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2.
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Os indices de reatividade dos anticorpos IgG e IgM que reconhecem a proteina
MSPDBL-1 foram similares aos indices de reatividade dos anticorpos IgG e IgM que
reconhecem a proteina MSPDBL-2. Entretanto, verificamos que os indices de
reatividade dos anticorpos IgG anti-MSPDBL-1 foram maiores que os indices de
reatividade dos anticorpos IgM anti-MSPDBL-1, da mesma forma que os indices de
reatividade dos anticorpos IgG anti-MSPDBL-1 foram maiores que os indices de
reatividade dos anticorpos IgM anti-MSPDBL-2 (MSPDBL-1: P < 0.0001; MSPDBL-2:
P = 0.007) (Figura 16). Também verificamos que os indices de reatividade dos
anticorpos 1gG e IgM anti-MSPDBL-1 e anti-MSPDBL-2 estavam positivamente
correlacionados (IgG: P < 0.0001, r = 0.3984; IgM: P < 0.0001, r = 0.5256) (Figura 17).
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Figura 16. indices de reatividade dos anticorpos IgG e IgM para as proteinas
recombinantes MSPDBL-1 e a MSPDBL-2 nos individuos estudados. Linhas
sdlidas indicam a média. Linha pontilhada indica o limite da positividade.
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Figura 17. Correlacdo entre IgG ou IgM contra as proteinas MSPDBL-1 e
MSPDBL-2.
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A Figura 18 mostra a prevaléncia de individuos com anticorpos IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4 nos individuos estudados. As prevaléncias de individuos com anticorpos
IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4 foram 47,6%, 8,7%, 31,7% e 9,5% para MSPDBL-1 e 44,1%,
13,4%, 35,4% e 25,2% para MSPDBL-2. Para MSPDBL-1, a prevaléncia de individuos
com anticorpos IgG1 e IgG3 foi maior que com anticorpos 1gG2 e IgG4 (P < 0.0001,
para todas as analises). Para MSPDBL2, a prevaléncia de individuos com anticorpos
IgG1 foi maior que a prevaléncia de individuos com anticorpos IgG2 e IgG4 (P <
0.0001, 1gG1 versus IgG2; P = 0.002, IgG1 versus IgG4) e a prevaléncia de individuos
com anticorpos IgG3 foi maior que a prevaléncia de individuos com anticorpos 1gG2
(P < 0.0001). A prevaléncia de individuos com anticorpos IgG4 anti-MSPDBL2 foi
maior que a prevaléncia de individuos com anticorpos IgG4 anti-MSPDBL-1 (P =
0.001).
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Figura 18. Prevaléncia de individuos com IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra as
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. * P < 0.0001, IgG1 e IgG3 versus 1gG2 e 1gG4.
** P <0.0001 IgG1 versus IgG2 e IgG4; P = 0.002 IgG1 versus IgG4.
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Nossos dados também mostraram que os indices de reatividade dos anticorpos
lgG1 contra a MSPDBL-1 foram maiores que os indices de reatividade dos anticorpos
IgG2, 1gG3 e 1gG4 anti-MSPDBL-1 (P < 0.0001, para todas as analises) enquanto os
indices de reatividade dos anticorpos IgG1 e IgG3 anti-MSPDBL-2 foram maiores que
os indices de reatividade dos anticorpos IgG2 e IgG4 anti-MSPDBL-2 (P < 0.0001
IgG1 versus IgG2 e 1gG4; P = 0.0001 1gG3 versus 1gG2; P = 0.03 IgG3 versus 1gG4)
(Figura 19).
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Figura 19. indices de reatividade de anticorpos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4
especificos para as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. Linhas sélidas indicam a
media. Linha pontilhada indica limite de positividade. * P < 0.0001 IgG1 versus
10G2, 1gG3 e IgG4. ** P <0.0001 IgG1 versus IgG2 e IgG4; P = 0.0001 1IgG3 versus
IgG2; P =0.031gG3 versus IgG4.
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4.3 Avaliacao da resposta anticorpo contra as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2

em funcdo dos dados pessoais e epidemioldgicos

As principais caracteristicas dos individuos respondedores e ndo respondedores
para as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estdo apresentadas na Tabela 4. Nao
observamos quaisquer associacdes entre a resposta anticorpo para as proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e idade, sexo, tempo de residéncia em area endémica de
malaria, nimero de infec¢cdes anteriores de maléria, sintomas, a presenca ou a
auséncia de parasitas no sangue ou a parasitemia, espécie infectante ou Ultima
espécie plasmodial infectante (P > 0.05, para todos). Entretanto, observados que 0s
individuos respondedores para MSPDBL-1 apresentavam maior tempo desde a ultima
infeccdo que os individuos ndo respondedores (P = 0.02). Também observamos uma
correlagdo negativa entre os indices de reatividade dos anticorpos IgG2 contra a
MSPDBL-2 e o numero de infeccBes anteriores de malaria (P = 0.005; r = - 0.2548) e
entre os indices de reatividade dos anticorpos IgG1l e IgG2 contra a MSPDBL-2 e o
tempo da dltima infec¢do (IgG1: P = 0.007; r = 0.2749. 1I9G2: P = 0.02; r = 0.2273).

Entretanto, quando separamos os individuos por grupos de individuos nao
infectados, individuos parasitados com P. vivax e individuos parasitados por P.
falciparum, observamos maiores indices de reatividade dos anticorpos 1gG e IgG1
contra as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos individuos infectados por P.
falciparum (Figura 20) (MSPDBL1: P = 0.03, IgG nédo infectados versus IgG P.
falciparum; P = 0.002, IgG P. vivax versus P. falciparum; P = 0.001, IgG1l nao
infectado versus IgGl P. falciparum; P = 0.02, IgGl P. vivax versus IgGl P.
falciparum. MSPDBL-2: P < 0.0001, IgG néo infectados versus IgG P. falciparum; P <
0.0001, P. vivax versus P. falciparum; P = 0.0002, IgG1 néo infectado versus IgG1 P.
falciparum; P = 0.003, IgG1 P. vivax versus IgG1 P. falciparum).
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Tabela 4. Caracteristicas pessoais, clinicas e epidemioldgicas apresentadas
pelos respondedores e ndo respondedores para as proteinas MSPDBL-1 e

MSPDBL-2.
MSPDBL-1 MSPDBL-2
Respondedor Nao respondedor Respondedor Nao
respondedor
n°® 176 (59%) n°® 123 (41%) n® 160 (54%) n° 139 (46%)
Idade 35+17 35+15 34+15 36+16
Sexo Feminino 83 (28%) 60 (20%) 85 (28%) 58 (19%)
Masculino 91 (30%) 63 (21%) 73 (24%) 81 (27%)
Tempo de
residéncia em 35417 35+15 34115 35+16
area endémica
de malaria
Sintomas Sim 72 (24%) 57 (19%) 68 (23%) 61 (20%)
Nao 97 (32%) 63 (21%) 84 (28%) 76 (25%)
Espécie P. falciparum 21 (7%) 4 (1%) 21 (7%) 5 (2%)
Infectante
P. vivax 30 (10%) 27 (9%) 34 (11%) 23 (7%)
Nao Infectado 124 (41%) 91 (30%) 104 (35%) 111 (37%)
N° de Infecgbes
anteriores 11+13 11£12 10412 11£13
Tempo desde a 60+92* 34+52 49487 49469

ultima infeccao

Idade e tempo de residéncia em area endémica de maléria: em anos. Tempo
desde a ultima infeccdo: em meses. Idade, tempo de residéncia em area
endémica de malaria, numero de infec¢cdes anteriores e tempo desde a ultima
infeccdo: média + desvio padréo.
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Figura 20. indices de reatividade de anticorpos contra as proteinas MSPDBL-1 e
MSPDBI-2 em individuos néo infectados, infectados por P. vivax ou por P.
falciparum. * P = 0.03, IgG néo infectados versus IgG P. falciparum; P = 0,002,
lgG P. vivax versus P. falciparum; ** P < 0.0001, IgG néao infectado versus IgG P.
falciparum; P < 0.0001, P. vivax versus P. falciparum; *** P = 0.001 IgG1l néo
infectado versus IgG1l P. falciparum; P = 0.02, IgG1 P. vivax versus IgGl P.
falciparum; **** P = 0.0002, IgG1 nao infectado versus IgG1 P. falciparum; P =
0.003, IgG1 P. vivax versus IgG1 P. falciparum.
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4.4 Predicao de epitopos B lineares de MSPDBL-1 e MSPDBL-2

As sequéncias completas das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram
analisadas utilizando o software BCPreds. Com base nos algoritmos presentes no
Immuno Epitope Database (IEDB) e BepiPred para a predicdo de: 1) polaridade e
hidrofobicidade (DNASTAR); 2) exposicdo na superficie (Surface accessibility scale)
e; 3) propensao antigénica de potenciais epitopos lineares presentes nestas proteinas
(Bepipred), foram identificadas 3 epitopos presentes na regido DBL da MSPDBL-1 e 5
epitopos presentes na regido DBL da MSPDBL-2 (Tabela 5; Figuras 21 e 22).

Tabela 5. Epitopos de célula B identificados na regido DBL das proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2

Proteina aa aa Sequéncia
Inicial Final

MSPDBL-1 175 194 AVKESSTTNKGVLVPPRRTK

(143-443) 396 415 GQCDKFEKEKSKYEDTKSIT
154 173 KNVLSCPPKNSTGRNGDWIS

MSPDBL-2 218 237 QDFRTKKKKEGDFEKFIYSY

(161-457) 401 420 EEWYNKRKTEWTEQSIKYNN
172 191 SNLPQCRKNVHERNNWLGSS
430 449 TLSPSEYLIEKCPECKCTKK
322 341 MCGYQSAQKDNQCTGYGNID
369 388 KAVCFPKQPRTEANPALTVH
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Figura 21. Estrutura de modelagem e analise in silico de epitopos das MSPDBL-
1 e MSPDBL-2. Nos quadrados estao os epitopos preditos para MSPDBL-1 (A) e
MSPDBL-2 (B).
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MSPDBL-1

MKKIYSIFFSLFILNLHIYIKNIKCNDLINYNDSNLRNGLLNNSLDLTNGLNNKDNSFIDSKIEEHENKSYQNKNNNISIVGQDVPITSVY
P3

SSKIINANDI FGNSIDDTKGLSVTNSGFDDGSAFGGGLPFSGYSPLQGNHNKCPDENFCKGIKNVLSCPPKNSTGRNGDWISVAVK
P1

ESSTTNKGVLVPPRRTKLCLRNINKVWHRIKDEKNFKEEFVKVALGESNALMKHYKEKNLNALTAIKYGFSDMGDIIKGTDLIDYQIT

KNINRALDKILRNETSNDKIKKRVDWWEANKSAFWDAFMCGYKVHIGNKPCPEHDNMDRIPQYLRWFREWGTYVCSEYKNKFED
P2

VIKLCNIQQFTNQDDSQLLEISKKDKCKEALKHYEEWVNRRRPEWKGQCDKFEKEKSKYEDTKSITAEKYLKEICSECDCKYKDLD

NTFKEFKDNVTLLKAVIDNKKNQDSLTTTSLSTSINSVRDSSNLDQRGNITTSQGNSHRATVVQQVDQTNRLDNVNSVTQRGNNNY
NNNLERGLGSGALPGTNIITEEKYSLELIKLTSKDEEDIIKHNEDVREEIEEQQEDIEEDEEELENEGEETKEEDDEEKNETNDTEDTD

DTEDTEDIEEENKEKELSNQQQSEKKSISKVDEDSYRILSVSYKDNNEVKNVAESIVKKLFSLFNDNNNLETIFKGLTEDMTDLFQK

MSPDBL2

MIYILSIVFYIFFLHIDIYVNIYSTCFVVNEGNPNLRNNIINDDELKGKAYNNTIDANNQNIEYNKNLKHNVNSSHISKFSDIMDOFNDKGD
P6

NENSHDIKFEEKKNINKSLDAESNYGINEISITGNDSNSDNSNQNIFPDGSELAGGIPRSIYTINLGFNKCPTEEICKDFSNLPQCRKN
P6 P4

VHERNNWLGSSVKNFSSDNKGVLVPPRRQSLCLRITLQDFRTKKKKEGDFEKFIYSYASSEARK ! RTIHNNNLEKAHQAIRYSFADI
P8

GNIIRGDDMMDTPTSKETITYLEKVLKIYNENNDKPKDAKKWWTENRHHVWEAMMCGYOSAQKDNQCTGYGNIDDIPQFLRWFR
P9 P5 P7

EWGTYVCEESEKNMNTLKAVCFPKQPRTEANPALTVHENEMCSSTLKKYEEWYNKRKTEWTEQSIKYNNDKINYTDIKTLSPSEY
P7

LIEKCPECKCTKKNLQDVFELTFDGKALLEKLKKEESPVSNSVNALPEPGQITLPDPSLKQTTQQENQPVVETPVTTAVINEHQGQT

EPNKGDNNNERENHESNVGSIQEVNQGSVSEESHSKTIDPSKIDDRLELSSGSSSLEQHSKEDVKKGCALELVPLSLSDIEQIANES

EDVLEEIEEEINTDGEIEYITEEEIKEDIEEETEEDIEEETEEETEEETEEEADEETVKEIEDKPEQEIKNKSLEEKQIDKNTDTSEKKGF

NNSEKDEKARNLISKNYKNYNELDKNVHTLVNSIISLLEEGNGSDSTLNSLSKDITNLFKN

Figura 22. Epitopos preditos (em Vermelho), com a utilizacdo do software
BCPreds, dentro daregido DBL (em azul) nas proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2.
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4.5 Mapeamento de epitopos

A pesquisa de anticorpos IgG especificos para os epitopos das regides DBL
das proteinas MSP-DBL1 e MSP-DBL-2 (aqui representados pelos peptideos P1, P2
e P3 da MSPDBL-1 e P4, P5, P6, P7, P8 e P9 da MSPDBL-2) foi realizada em todas
as amostras que possuiam anticorpos IgG contra a proteina recombinante

correspondente.

Para a MSPDBL-1, verificamos que 41,2% (52/126) dos individuos nao
apresentavam anticorpos que reconheciam pelo menos um dos epitopos enquanto
58,8% (74/126) dos individuos apresentavam anticorpos que reconheciam pelo
menos um dos epitopos: 23% (29/126), 18,3% (23/126) e 17,5% (22/126) dos
individuos apresentavam anticorpos que reconheciam 1, 2 e 3 epitopos
respectivamente. Para a MSPDBL-2, verificamos que 25,2% (32/127) dos individuos
ndo apresentavam anticorpos que reconheciam pelo menos um dos epitopos
enquanto 74,8% (95/127) dos individuos apresentavam anticorpos que reconheciam
pelo menos um dos epitopos: 26,8% (34/127), 9,4% (12/127), 9,4% (12/127), 13,4%
(A7/127), 7,1% (9/127) e 8,6% (11/127) dos individuos apresentavam anticorpos que
reconheciam 1, 2, 3, 4, 5 e 6 epitopos respectivamente (Figura 23).

66



Figura 23. NUmero de epitopos das proteinas MSPDBL-1 (A) e MSPDBL-2 (B)
reconhecidos pelos anticorpos dos individuos estudados.

As prevaléncias de individuos com anticorpos contra os epitopos P1, P2 e P3
da MSPDBL-1 foram, respectivamente, 38,9% (49/126), 30,1% (38/126) e 42,9%
(54/126). Para os epitopos P4, P5, P6, P7, P8 e P9 da MSPDBL-2, as prevaléncias
foram, respectivamente, 43,3% (55/127), 41,7% (53/127), 35,4% (45/127), 33,9%
(43/127), 37% (47/127) e 24,4% (31/127). As prevaléncias de individuos com
anticorpos que reconhecem os epitopos da MSPDBL-1 e MSPDBL2 foram similares.
Entretanto, observamos uma maior prevaléncia de individuos com anticorpos IgG que

reconhecem os epitopos P3 da MSPDBL-1 e P4 da MSPDBL-2 quando comparada a
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prevaléncia de individuos que reconhecem o epitopo P2 da MSPDBL-1 e P9 da
MSPDBL-2 (Figura 24).
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Figura 24. Prevaléncia de individuos com anticorpos contra os epitopos das
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2.

Para os epitopos da MSPDBL-1, observamos que 29,8% dos individuos
apresentavam anticorpos que reconheciam o0s epitopos Pl1, P2 e P3
simultaneamente, enquanto 18,9% dos individuos apresentavam anticorpos que
reconheciam os epitopos P1 e P3 simultaneamente ou P3 individualmente (Figura
25). Para os epitopos da MSPDBL-2, verificamos que a maiores frequéncias de
ocorréncia foram para os epitopos P4 individualmente (14,6%) e para os epitopos P4,
P5, P6, P7, P8 e P9 simultaneamente (11,5%) e P8 individualmente (11,5%) (Figura
26).
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Figura 25. Frequéncia de ocorréncia de individuos com anticorpos IgG para os
epitopos P1, P2 e P3 da MSPDBL-1.
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Figura 26. Frequéncia de ocorréncia de individuos com anticorpos IgG para os
epitopos P3, P4, P5, P6, P7, P8 e P9 da MSPDBL-2.
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N&o observamos diferencas nos indices de reatividade dos anticorpos IgG
contra os epitopos P1, P2 ou P3 da MSPDBL-1 e P4, P5, P6, P7, P8 e P9 da
MSPDBL-2 (Figura 27).

8_
4 . R
) o
)
o .
Z 2_ : ° &
.-C_J °g x .. °
2 0v r o .g%
-IC—UJ 1_ ...... .&. ........ .ﬁ. ..... rear i o - S < S \. .....
9 * 5. -5 % *’ -.*’.- “‘ .
&) P - A, e w » W .'Ps.!
° as e s e
o ? o g * 70. Adpe '& § ...%
s o054 % % I %
A . o~ »
g S Y N 8 &£ 2 03 0¥
E ¥ Y Y eE ol
° g ° o. L)
0.25- . e . o : . : °
° L4 ' o
0.125 T I I T T I I T |
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
MSPDBL-1 MSPDBL-2
Epitopos

Figura 27. Indice de reatividade de anticorpos IgG contra os epitopos das
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2.

Nenhuma correlacdo foi observada entre os indices de reatividade dos
anticorpos IgG contra os epitopos das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e idade,
tempo de residéncia em area endémica de malaria, tempo desde a ultima infec¢céo ou
numero de infecgbes anteriores de malaria. Também ndo observamos associagdo
entre os indices de reatividade dos anticorpos IgG contra os epitopos das proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e a infecgao por P. falciparum (Figura 28).

72



2.5+
[0} 2.04
°
@
)
>
= 1.54
L
3
o 1.0
)
2
T
C
N ‘ ‘ ‘ ‘ | I | I ‘ | ‘

0.0~

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
0
d\,bb Q}\)@
& & <
30\ Q" @&
& Q

Figura 28. Indices de reatividade dos anticorpos IgG contra os epitopos das
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em individuos nao infectados por P. vivax ou
infectados por P. falciparum.
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5 DISCUSSAO

A luta contra a malaria permanece como um grande desafio devido a crescente
resisténcia do Plasmodium sp. aos antimalaricos e a dispersdo de anofelinos
resistentes aos inseticidas, ressaltando a importancia de estratégias alternativas para
o controle desse problema da saude publica mundial. Nesse contexto, o0
desenvolvimento de uma vacina antimalarica eficaz, capaz de induzir resposta imune
estéril e duradoura torna-se a melhor ferramenta para combate a essa doenca e tem
sido uma das principais prioridades de pesquisa para o enfrentamento desse

problema.

Como a patogenia da malaria é decorrente do estagio eritrocitico do ciclo, as
vacinas que sao direcionadas ao estdgio sanguineo assexuado se tornam
promissoras, visto que essa abordagem vacinal pode impedir a doenca clinica
diminuindo assim a sua morbidade e mortalidade. Assim, 0s merozoitos representam
um importante alvo vacinal porque estdo expostos ao sistema imune do hospedeiro
antes da invaséo no eritrocito e, desse modo, varios antigenos expostos na superficie

do merozoito tém sido caracterizados como alvos vacinais.

As proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 sdo dois membros atipicos da familia
PfMSP-3 e séo expressas na superficie do merozoito e se associam perifericamente
com outras MSPs para a formacdo de um complexo na superficie do merozoito.
Embora a sua funcédo biolégica ainda ndo tenha sido completamente elucidada, elas
apresentam um papel na ligagdo do merozoito com o eritrocito (152). Estudos
realizados em areas de alta endemicidade de malaria mostraram que anticorpos
contra a MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estdo associados com a protecdo contra malaria
clinica em areas endémicas da Africa e Oceania (157) e que esses anticorpos s&o
capazes de inibir o crescimento do parasita in vitro, sugerindo seu importante papel
na imunidade antimalarica (152,157,166). Entretanto, a constituicAo genética da
populacdo exposta e a circulacdo de parasitos geneticamente distintos em diferentes
areas endémicas de malaria podem influenciar a resposta imune aos antigenos
vacinais. Portanto, é importante avaliar a resposta imune a antigenos candidatos a
uma vacina em populacdes de areas endémicas de malaria com diferentes cenarios
epidemiologicos. No presente trabalho, procuramos estudar, sob diversos aspectos, 0

perfil da resposta anticorpo contra as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de
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Plasmodium falciparum em individuos residentes em é&reas endémicas de malaria
brasileira, com diferentes niveis de transmissdo. Esse é o primeiro estudo que avalia
a antigenicidade e imunogenicidade das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em areas

endémicas da AmazoOnia brasileira.

A resposta imune humoral contra as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foi
avaliada em individuos residentes em trés cidades da Amazonia Brasileira: Cruzeiro
do Sul e Mancio Lima, no Acre, e Guajara, no Amazonas. Essas areas foram
selecionadas, pois estdo entre as 10 cidades que concentram 70% da maléria por P.
falciparum no pais. Cruzeiro do Sul e Mancio Lima sdo consideradas areas de alta
endemicidade de malaria (IPA > 50) e Guajara € considerada area de média
endemicidade (IPA >10 e < 50).

Os individuos de Cruzeiro do Sul (CZS), Mancio Lima (ML) e Guajara (GJ)
eram similares na distribuicdo por sexo, idade, procedéncia e exposicdo prévia ao
Plasmodium, embora os individuos do grupo ML tenham relatado uma maior média de
namero de infec¢des anteriores de maléaria que os individuos dos grupos GJ e CZS,
mesmo sendo CZS uma cidade de alta endemicidade (IPA > 50) como ML. A maior
parte dos individuos declarou infec¢do anterior tanto por P. falciparum quanto por P.
vivax. Entretanto, a espécie plasmodial infectante mais prevalente foi P. vivax,
refletindo o atual cenario de maléria no Brasil, onde P. vivax é responsavel por cerca
de 88% das infeccbes (167).

Considerando que andlises de populacdo genbmica em outros trabalhos,
revelaram um grande numero de polimorfismos no dominio DBL das proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2, fato observado também por nosso grupo nas areas
endémicas estudadas (168), indicando que essa regido das proteinas esteja sofrendo
intensa pressdo imunolégica (150,168), nosso trabalho focou na avaliagdo da
resposta imune contra o dominio DBL das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos 299
individuos residentes em CZS, ML e GJ.

A avaliacdo da resposta imune, independente da classe de anticorpos ou
subclasse de IgG mostrou que a MSPDBL-1 e a MSPDBL-2 sdo naturalmente
imunogénicas em individuos residentes na Amazobnia brasileira visto que mais da
metade dos individuos estudados apresentavam anticorpos que reconheciam a
MSPDBL-1 (59%) e MSPDBL-2 (54%). Adicionalmente, nossos dados mostraram que
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esses anticorpos foram principalmente da classe IgG, com uma ampla faixa em
magnitude de resposta. Entretanto, nossos dados diferem dos observados por
Richards e colaboradores que relataram prevaléncias de 93,7% e 90,3% de individuos
com anticorpos contra a MDPDBL-1 e MSPDBL-2 em Papua Nova Guine (169). As
diferencas observadas na imunogenicidade natural da MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pode
ser resultado das diferencas observadas na endemicidade das areas estudadas, na
exposicdo, na idade e no tempo de residéncia das populacdes estudadas visto que
véarios estudos tém demostrado o efeito direto desses parametros no desenvolvimento
da resposta imune antiplasmodial (170-173). Outra hipotese é que a diferenca no
background genético das populacdes estudadas e os polimorfismos existentes nos
genes que codifcam a MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estejam influenciando no
desenvolvimento da resposta imune especifica. Estudos genéticos serdo realizados
para tentar avaliar essa possibilidade.

Desde os ensaios de transferéncia passiva de imunoglobulinas (lgs) de
individuos imunes a malaria para individuos infectados ndo imunes, realizados por
Cohen e McGregor nos anos 60 (58,75) demonstrando claramente que a transferéncia
de um pool de IgG imune (obtido a partir de soros de individuos de uma area
hiperendémica na Costa do Marfim) sdo capazes de transferir protecdo contra o
plasmaodio de um individuo para outro, se tem conhecimento do papel fundamental
dos anticorpos IgG na imunidade antimalarica. Desse modo, a observacao que a
maioria dos anticorpos naturalmente adquiridos que reconhecem a MSPDBL-1 e
MSPDBL-2 séao da classe IgG, pode sugerir que anticorpos anti-MSPDBL-1 e anti-
MSPDBL-2 podem participar da aquisicdo de uma imunidade antimalarica.

Anticorpos naturalmente adquiridos contra varios antigenos plasmodiais estao
associados com idade e tempo de exposicdo a malaria em regiées endémicas, um
fendbmeno que tem sido frequentemente relatado para varios antigenos (170-172,174-
181), provavelmente refletindo a exposicéo natural ao P. falciparum e, possivelmente,
a maturacao do sistema imune. Entretanto, em nosso estudo, nenhuma associacao foi
observada entre a resposta anticorpos anti-MSPDBL-1 ou anti-MSPDBL-2 e idade,
tempo de residéncia em area endémica de malaria, numero de infecgbes anteriores
de malaria. Pelo menos trés hipdteses podem ser evocadas para explicar esse
resultado. A primeira baseia-se no fato de que o niumero de infec¢cdes anteriores de
maléaria pode estar sendo subestimado devido a dificuldade dos individuos ndo terem

a exata lembranca do numero de episodios anteriores desde a infancia. A segunda
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hiptese baseia-se no fato de que os individuos que residem ha varios anos em area
endémica de malaria podem ter desenvolvido um certo grau de imunidade
antimalarica, apos terem apresentado varios episédios de malaria, relatando, assim,
menos episodios de malaria clinica. Recentes trabalhos tém relatado um
consideravel numero de infec¢des oligo e assintomaticas entre individuos com grande
tempo de exposicdo (18 anos em meédia), que vivem em areas hipoendémicas de
transmissao instavel do Brasil (182,183). A terceira hipotese baseia-se no fato de que
devido a alta prevaléncia de P. vivax em relacdo a P. falciparum na é&rea, o nUmero de
infeccBes anteriores de maléria ndo significa necessariamente a estimulagdo de uma

resposta imune para a antigenos especificos de P. falciparum.

A andlise das prevaléncias dos niveis de anticorpos IgG e IgM contra as
proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 mostrou que as proteinas sao imunogénicas,
porém nédo foi possivel mostrar associacdo entre a prevaléncia ou 0s niveis desses
anticorpos e os sintomas no momento da coleta ou 0s niveis de parasitemia. Esses
dados corroboram com os descritos na literatura que demonstram que a alta
frequéncia de anticorpos antiplasmodiais IgG e/ou IgM numa populacdo nao reflete
necessariamente o grau de protecdo dessa populacdo (184,185). A falta de
associacao entre os niveis de anticorpos IgG e IgM e a reducéo da parasitemia e/ou
sintomatologia também pode ser explicada pelos baixos niveis de transmisséo de P.
falciparum observados nas areas estudadas no periodo da coleta.

Em algumas infeccbes como, por exemplo, na toxoplasmose, a deteccdo de
anticorpos da classe IgM representa um importante marcador no diagndstico da
doenca, uma vez que a presenca desses anticorpos pode ser utilizada para
diferenciar uma infeccéo atual ou recente de uma infec¢do passada. A deteccdo de
anticorpos IgM que reconhecem a MSPDBL-1 ou a MSPDBL-2 poderia sugerir uma
infeccdo atual ou recente de malaria. Entretanto, nenhuma relagdo foi observada
entre anticorpos IgM-MSPDBL-1 ou IgM-MSPDBL-2 e infec¢ao atual ou data da ultima
infeccdo. Esses dados sdo semelhantes aos descritos por Balthazar-Guedes e
colaboradores que demonstraram que, na malaria, a resposta IgM ndo pode ser

utilizada como indicadora de infec¢éo atual ou recente (186).

Estudos sobre as respostas imune humoral contra antigenos de P. falciparum
tem demonstrado constantemente que a imunidade contra o estdgio sanguineo

depende de um padrao especifico de subclasses de 1gG (187,188). Considerando que
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() individuos protegidos da malaria clinica possuem altos niveis de anticorpos
citofilicos (IgG1 e 1gG3) contra antigenos plasmodiais; (ii) quanto maior o grau de
protecdo desses individuos, maior € a razdo entre anticorpos citofilicos e né&o
citofilicos (IgG2 e IgG4) e; (iii) anticorpos néo citofilicos podem bloquear 0 mecanismo
efetor dos anticorpos citofilicos (77,189-195) , avaliamos a qualidade da resposta
anticorpo contra as proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pela analise das subclasses
de 1gG. A pesquisa de anticorpos IgG1, IgG2, 1IgG3 e IgG4 foi realizada em todas as
amostras que apresentaram anticorpos IgG para cada uma das proteinas estudadas.
Anticorpos das 4 subclasses foram detectados no plasma dos individuos estudados.

Nossos dados mostraram que individuos naturalmente expostos a infeccao
malarica apresentam predominantemente anticorpos citofilicos (IgG1l e IgG3) que
reconhecem a MSPDBL-1 e MSPDBL-2, fato importante se considerarmos que a
aquisicdo de uma imunidade protetora contra a malaria esta associada com a
presenca e altos niveis de anticorpos IgG1l e IgG3 e reduzida proporcédo de IgG2 e
lgG4 com a mesma especificidade visto que anticorpos néo citofilicos bloqueiam os
mecanismos efetores 77,196,197).

Trabalhos realizados em area de alta endemicidade de malaria tém
demonstrado correlacdo entre os niveis de anticorpos citofilicos para as proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e a parasitemia (78,191,198). Porém, em nosso trabalho
nao verificamos nenhuma correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG1l e/ou IgG3
e/ou a relacdo entre anticorpos citofilicos e néo citofilicos (dados ndo mostrados) e a
parasitemia. Dados similares foram obtidos por Maya e colaboradores que também
ndo observaram correlacdo entre niveis de anticorpos citofilicos para a proteina
GLURP e parasitemia em um estudo realizado no Gabao (199). Um recente estudo
gue avaliou a resposta imune contra a GMZ2.6¢c e seus componentes, as proteinas
GLURP, MSP3 e Pfs48/45 de P. falciparum com a mesma populacdo estudada no
presente trabalho também nédo observou relacdo entre niveis de anticorpos IgG1 ou
IgG3 ou a relacdo entre anticorpos citofilicos /nao citofilicos e a parasitemia (200).
Uma possivel explicacdo para esses resultados € o pequeno numero de individuos
parasitados por P. falciparum em nosso trabalho, apenas 43/299. Além disso, dos 43
individuos parasitados com P. falciparum, em apenas 21 foi possivel quantificar
parasitos nas laminas. Os 22 individuos restantes foram diagnosticados por métodos

moleculares.
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Nossos dados mostraram que os niveis de anticorpos IgG contra a MSPDBL-1 e
MSPDBL-2 foram maiores nos individuos parasitados por P. falciparum quando
comparado aos individuos néo parasitados ou parasitados por P. vivax. Esse
resultado pode ser reflexo de uma estimulagao do sistema imune levando a produgéo
de anticorpos antiplasmodiais, entre os quais anticorpos anti-MSPDBL-1 e anti-
MSPDBL2.

Embora existam fortes indicios de que o0s anticorpos estdo associados a
exposicao cumulativa e protecé@o contra a malaria, a relativa contribuicdo de diferentes
regides das proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 na inducéo de anticorpos protetores é
outro ponto importante a ser abordado (188). Assim, também mapeamos 0s epitopos
lineares no dominio DBL em MSPDBL-1 e MSPDBL-2 usando ferramentas de
predicdo in silico e validamos a antigenicidade por ELISA utilizando peptideos
sintéticos correspondentes ao epitopos identificados por predicdo. Trés epitopos
lineares na sequéncia DBL da MSPDBL-1 e seis epitopos lineares na sequéncia DBL
da MSPDBL-2 foram identificados.

Ndo observamos nenhuma associacdo entre o numero de epitopos
reconhecidos com idade, tempo de residéncia ou numero de infec¢cbes anteriores de
malaria. Esses dados diferem dos previamente descritos que observaram uma
associacao entre o numero de epitopos reconhecidos por anticorpos de individuos
residentes em Rondonia e idade, tempo de residéncia em area endémica e numero de

infec¢des anteriores de malaria (170).

Nossos dados mostraram que a maioria dos individuos avaliados apresentava
anticorpos que reconheciam pelo menos um dos epitopos identificados, 58,8% para
MSPDBL-1 e 74,8% para MSPDBL2, indicando que a predi¢cdo in silico é uma
ferramenta Util para identificacdo de epitopos de células B. Os epitopos P1 e P3 da
MSPDBL-1 e P4 e P5 da MSPDBL-2 foram os epitopos preferencialmente
reconhecidos pelos anticorpos presentes no plasma da populacédo estudada. Apesar
de serem reconhecidos em maior frequéncia, ndo foi observada diferenca nos indices
de reatividade dos anticorpos IgG contra cada um desses epitopos. Por conseguinte,

o papel funcional destes anticorpos precisa de ser avaliado.

O Polimorfismo em muitos antigenos da malaria é caracteristica em muitas
regides imunodominantes desses antigenos. Polimorfismos sdo causados por

variacfes na sequéncia de repeticdes em tandem e resultam de pontes de mutacdes
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gue tem sido descrito em diversos genes com ou sem regides repetidas (201).
Polimorfismos dos epitopos de células B e T de antigenos do parasito podem ser
capazes de escapar da resposta do sistema imune (202). Em estudos realizados na
Africa, foi avaliado o polimorfismo dos genes candidatos associados a vacina da
malaria contra as proteinas encontradas nos trés estagios de vida do plasméddio, que
tem estado em alto nivel ha muito tempo (203). No trabalho realizado por Lemos (168)
(2021), foi observado que a maioria das mutacdes ndo sindbnimas nao resultou em
grande alteracao no potencial dos epitopos preditos. Entretanto, as muta¢des quando
ocorrem juntas causam drastica diminuicdo do escore do epitopo, excluindo-o de ser
potencial epitopo. O trabalho também mostrou que os isolados de P. falciparum que
circulam em Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Guajara apresentam extensiva
diversidade genética e os polimorfismos de uma Unica base que acarretam mutagcdes
ndo sindnimas podem impactar os epitopos T e B imunodominantes da MSPDBL-1 e
MSPDBL-2. Nesse sentido, avaliar os polimorfismos genéticos em regibes que
codifiqguem epitopos imunodominantes € importante para o desenvolvimento de uma

vacina antimalarica pelo potencial de escape do parasito ao sistema imune.

7

A demonstracdo de que uma proteina de merozoito € naturalmente
imunogénica nas populacdes residentes em area endémica da Amazonia brasileira e
gue a resposta anticorpo contra essa proteina pode participar do processo de
aquisicdo de uma imunidade ressalta a importancia dessa proteina como candidata
vacinal. Entretanto, estudos adicionais em outras areas endémicas, com populacao
com outros backgrounds genéticos, além da avaliacdo do papel funcional dos
anticorpos séo importantes para confirmar o potencial da MSPDBL-1 e MSPDBL-2
como candidatas vacinais. A compreensdo da imunidade humana adquirida

naturalmente a malaria é também importante por razdes que vdo para além do

desenvolvimento de vacinas.
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas, pretendemos:

e Avaliar o papel funcional dos anticorpos anti-MSPDBL-1 e anti-MSPDBL-2 sobre o
crescimento in vitro de P. falciparum, em presenca e auséncia de mondcitos, e em

ensaios de fagocitose.

e Estudar a associacdo entre o0s antigenos do Complexo Principal de
Histocompatibilidade de classe Il e a resposta humoral contra as proteinas
MSPDBL-1 e MSPDBL-2.

e Avaliar a extensdo do polimorfismo genético das proteinas MSPDBL-1 e

MSPDBL-2 e sua influéncia nos epitopos B imunodominantes.
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7 CONCLUSOES

As proteinas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 sdo naturalmente imunogénicas em

individuos residentes na Amazobnia brasileira.

Os anticorpos que reconheciam a MSPDBL-1 e MSPDBL-2 principalmente
da classe IgG e, dentre as subclasses de IgG, os anticorpos contra as
proteinas MSPDBL1 e MSPDBL-2 foram predominantemente citofilicos e
os niveis de anticorpos IgG e IgG1 contra a MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram
maiores nos individuos parasitados por P. falciparum podendo refletir

booster do sistema imune em resposta a infeccéo.

Analise de predicdoin silicopode ser utilizada como importante
ferramenta para identificacdo de epitopos B de potenciais candidatos
vacinais e o0s epitopos B identificados como imunodominantes na
populacao estudada foram P1 e P3 da MSPDBL-1 e P4 da MSPDBL-2.
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Cominasghz co Pasoars 1L4GDUHE

perfil de cibocinzs na plasma dos individuos & nas culluras celulares serd avaliado utilizando-os k#s
comerciais & PCR &m tempa real.

Crilério de Inclusda:

i0 crilério de inclusio compresnders indrvidwos residentes em dreas endémicas de maldria p selecionadas
que atejlem voluntariamente & paficpar do estudo & ndo facam parte do grupo de exclusho; pacentes oom
diagndstico parasitolégeon de maldria (grupe 1), individwos nio nfectades com hisidna antenor de maliria
{grupa 2) e individucs sem maldria cinicamente sadios, sem hisbda amenior de maldria (grupo 3).

Grividas, menores de 12 anos, indigenas, grupos especisl, paceenbes com maldria grave e comphcada &
ndividuos gque par qualguer malivo e recusanem & fazer of beshes,

Plarma amostral:

Com maldnia [grupo 1) 100 Coleta de sangue & dados pessaais, dinicas & epidemioligicos
Controle [grupo 3] 120 Coleta de sangue & dadas passoais, clinicos & epidemialégicos
Sem maldria (grupe 2) 100 Coleta de sangue & dados pessoais, dinicos & epidemicibgicos

Canbros Coparticipanbes:
Inshibuio Evandm ChagasSVEMS Ricardo Luiz Dantas Machadainstitubo Evandn ChagaslECEVEMS

Universidade de 380 Paulo Marcelo Urbano Ferreralinstituio de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sia Paulo

Fundagio de Medicina Tropical do Amazonas - FMTAMTIAM Fundagio de Medicina Trapical Dr. Heitor
Vieira Dourade {[FMTHVD)

Oibjetivo da Pesquisa:

iOibjedvo Primario:

Avaliar o podencial antiggnico da candidata a vacina antimalirica GMZ2 8¢ & seus companenies (MSP3,
GLURP = Pfedf/ME em individuos cronicamente exposbos & maldria residenbes am dress

Endaraps: &y, Bracdl 2056, Sala NS (Campus ExpansSs)

Bakre:  Manguinhes CEPF 3 Da0-550
UF: R Miinbsighs: RO DE AHEIRD
Talehone: (2138820011 Fax: (21525814815 E-rruil oo i Rt
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endémicas da Amaninia Brasieira com albo & médio riscd de ransmissiao,

Oibjefvo Secunddria:

=hyaliar o pedil das respostas imunes celular (populaches Infocitirizs, resposta proliferativa, perfil de
pradugia de cilocinas) & humoral [IgG & subclasses, Ighl, IgE = IgA) contra a candidala a vacina
anlimalérica GMI2.6¢ & seus componentes (MEP=3, GLURP & Pr&48445) em mdividuwos cronscamenbe
exposios &4 maldria residenies em dreas endémicas da Amazdrea Brasileira com alio & médio risco de
fransmissdo;

sfvaliar & relevineia das proleines MEP-3, GLURP & Pi4BME no processo de aquisicio de uma imuridads
anliparasitiria pela andlise do perfil das respostas munes humoral & ceular & pelos dados clinicos &

epidemioldgicos;

*Exludar o afela in vilro de anlicorpas anti=GMZ2 G sabre o crescimenta de P, falciparum vemficanda uma
poeszivel participacio no mecareemo de ADCE;

=hAvakar a extensda do polimarfisme genético dos antigenas MSP.3, GLURP & PfdBidE & seu papel ma
desenvovinenio de uma resposts imune especifica;

Estudar a relagho enire as Antigenos do Complexs Principal de Histocompatibilidade de dasse |l = a
respasks imune conlra 3 vacina anbmaldnica GMZ2 Ge & seus componenies (MSP-3, GLURP & Pfs48145).

Avaliacio dos Riscos o Beneficios:

Riscos:

O pogsiveis desconfortas & riscos, s& ocomerem, s8o aquelss relacionados cam a retirada de sangue,
como dor lacal efou hematoma (“rouxidin”™) no local da punglo, com duraclio de 3 a 4 dias. Todos as
cuidados aprapriados serdo lomadas, ooma o usd de sevinga, agulha & gare descartdvel assim coma dosol
para areepsis local, enbre oulras. Além dissa, lodos os cuidados para garantic gue as informagies contbdas
no guettiondrio serfa ulilizados dnica & exdusivaments para geracio de dadas para esie projeta. As
infarmagies serio siglosas & o individuos receberlo um nimen de regisiro para impoeszibilitar a sua
idenitificacks. Exve quesSardrio ficard sab a guarda do Laboratdria de Pesquisas em Malaria do Instituba
Oswaldo Cruz = FioouzM). O acessn a qualguer informagio do questiondno estard resinta & coardenadara
do projeto.

Endarags: A Biacdl 2398, Sala TS (Camgaus Expans i)

Bakre  Manguinhes CEP: 31.04a0-550
UF: R Munesighs: A0 DE JAMEIRD
Talehona: (3138830041 Fa:  [213581-4815 E-mrail: iz S ez b
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Benefioos:

Beneficios diretos & mdiretos: Nos casos de busca aliva, sarlo realizados exames para o diagndstics da
maliria nos parficipantes da pesquisa. Com o diagnistioa da maldria o paciente serd orenlado a procurar
uma Unidade de Sadde responsdvel pelo slendimenta na locabdade, para avaliacha médica & ratamenio.
0% resullados desse astudo rlio beneficiario drstamente of pacienes, mas poder&a, no futuro, bereficiar
auiras pessaas. O eshudo da resposia imune em pacienies com malina bem apontado para um importanie
papel de algumas células & fabonres do organismo (imunokdgicos) na evolucio das dosncas. O conhecimenia
desias resposias poderd Ser importants para 22 tentar prever a evolucio da doenca & com isio lenlar evitar
au dimiruir a5 formas graves & na fulurs, ajudar no deserrolimenio de nowos iratamenios & mesmo de uma
wacina.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

0 projeto esid suficieniemente dars em seus propdsilos & devidamente fundamenlada. Messa terceira
wersfio do projedo, a pesquisadora responsdve mcluiv 05 dooumentos solicitados no Gtimo parecer &
respondeu & lodas as pendEndas.

11PROJETO:

a) Delineamento da eshudo:

» Delineamenis reesirulurado segundo documenis carta-resposia, no entanio no projeta ne formata
Plataforma Brasil no deineamsnia a autora desoreve o objetive & a metodalogia a sar desermolvida. Ainda
n&a foi escrito claramenie o Bips de estuda, & estuda observacional, inerventing, ensaio clinico, eshedo caso-
cartrake?

Trat@=s= de um esiudo primério, observacional prospecires de corle transversal com amosira de
cormvenignce, usual para estudos de busca alva am dreas endémicas de maliria na Amarzéaia Brasiera.

Pendéneia alendida,
b) Metodologia:
« *Falta clareza em relacho A quais elapas de laboraldrio serdo realizadas em cada uma das instituigbes

coparticipanies em Manaus, Pard & ng Acre, = na instilucio do proponenbe.”™
Ma 2* vershio j4 Faviamoes induldo &2 slapas am que serks realizadas am cada uma das

Endarags: A, Biacll 2338, Gala TS (Campis Eqas 8o

Bakre:  Manguinhos CEF: 3 040-5380
UF: R Mumssighs: RO DE JANEIRD
Talalona: {21)5883004 1 Fam: (2125814815 E-mail: capfioone S focne b
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instiluipies participanies. Incluimos na 3% verslo as etapas gue serdo realizadas na mstiluicio da
proponenie [FiocrsR L

Pendéncis alendida.

« *Mfio & crilénio de incluso o ke de ndo fazer pane do exibéin de exchisa’ = Exsa frase foi relirada da
projeln - cribénio de incluso & exclusio (pagina 5).

Pendéncis alendida.

* “HWio fai esclarecida a selecho do tamanbo amostral de BD parlicipanies par centro, 50 casos & 30
comrales nem o caltula do numens de domicilios necessdrio para alingir 2 amostras proposta. Neces<hria
incluir a aruéncia das comuridades, por exemplho, das assoaacies de vizinhas, que serlo coratadas para
ag wisikas domecliares.”

Pendéncia alendida.

Por s& fratar de um esbudo com amostras de cormvenigncia, o mimens de amastras @ esimada, cansideranda
=22 g lempo de permanéncia da equipe (2030 dias) em drea enddmica, ao limitade mimens de amostras
processadas por da de irabalbho & a0 nimero de casos regisirados no periodo da caleta. E dificl lambém
eslimar o nlmero de domicilios vistados pois, nas &reas rurais onde 35 amostras serfo colefadas, as casas
=0 distanies umas das outras. Além disso, & selecda das residéncias serd feita de acorda com o wsual para
busta abiva de casos de maliria em &rea enddmica, onde o8 maradares penduram um pand vermeho em
local de fécil visualizacho (janela, porta, cerca, poiio), indicanda gue hd maradar com sintomas de malana.
Mas ronas rurais dos municipias onde serda coletadas as amostras rdio exisle assogacio de maradares ou
de vizinhos gue possa dar qualkjuer tipo de cartas de snuéncia.

Pendéncia alendida.
* “Exislem inconsisidncias nos projetas & iemos de corsentimenio em relacio & quanbidade de sangue gue

Serd coleta por participante, Se Serd de 30 ou 20 mill Considera-se gue 30 mil Seja wna guantidades elevada
nda justificivel. Nio localizamas na dlima versiio do projeo anexada nem

Endaraga:  La. Bl 2038, Sala 105 (Camgus By e

Bakns  Manguinhes CEP: 1 040-5250
UF: R Municigio: RID DE JANEIRD
Talefona: (231)3882-001 1 Fac: (2126814815 E-mal: caphoos e Aoz e
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nos {ermas de consentimenba essa mconsisiéncia. Mantvemos tanto no projelo quanta nas termoes as
mesmos 20 mil de sangue que serdo coletadas.

Pendéncia alendida.

» “HWecessdno incluir o8 lermos de anufncia @ compromisso das secrefarias municipais de sadde para
garantir gue a5 agenies possam calaborar no prajeio.

Os pontos focais do Programa Macioral de Controbe da Malaria nos estados do Amazonas e da Acre
designarfio 0% agenies de sadde que acompanhardo a equipe no pericdo da caleta. Entredanio, &
necessiria a definicio do pericdo da coleta devido a Autuacio de agentes de sside nas localidades,

Pendéncia alendida.

&) Dok riscrs & bereficios

= " tratamenta das casos noves de maldria diagnoslicadas ndio ¢ beneficio ao parlicipants, mas & da
responsabilidade dos pesquisadares que deverdo velar para gue o participante receba a terapia &
atendimento necesting. Também deve ser corrigido no TALE « TCLE."

Corsia nos bermas & projeio gue & considerado um bereficio dreio o f&o de nos casos de busca aliva,
serem realizados exames para o diagndsticn da maldria nos participantes da pesguisa. Considerando que
muitas dos partcpanies residem em localidades distanies & de dificl acesso a0t centms de sadde, a
realirzacio do diagndslico &m sua ressddneia pode ser considerada um beneficio direlo, apasar de b ser
realizado rolinsiramenbe palos agenles de sadde ras localidades.

* “Inconsistdncia enire 0% orgamenios apresentadoes” (REXOT.000,00 & RS 207.200,00 = detalhando ousbeia
com reagenbes, passagens & didrias. ). A diferenca do valer fai corigida.

Pendéncia alendida.
2e3) TCLE & TALE.
= “Inciuir nos lermos o enderego & telsfones com membros das equipes locais, induindo a possibilidade de

ligar & cobrar™.

Pendéncia alendida.

Endaregs: A Bisdl 2038, Sala TS (Camgas E b e

Baire  Wanguinioes CEP 3 D40.580
UF: R Munisigis: A0 DE JAMEIRD
Talebonia: (3138620041 Fam: (215814815 E-mall: Coapiiserie e focnus by
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Ha 2°. verslo haviamos indulda nos lermos o enderego & os telefones com os membnos da equipe. Ma 3°.
wersdo foi incluida a frase que permile a possibibdade de ligar a cobrar, a verslo, a dala da revisiio & o
esclanecimenio que o conlalo com o CEP 10C S2rd apenas para refirar dividas relacionadas &5 quesides
dticas da pesquisa. O l=rmos também foram paginades & foi induide o cabegalbo com o legolipa da

stituicao,
Perdincia alendida,

» “Enlendesse que visto que as criangas serdo incdufdas, o TALE serd aplicado para adalescentes. Favor
corfirmar. Mo ertanio, no TALE faz e referdncia & “ofanca”™ que deve ser suprimida.”

Criancas (abaixe de 12 anas) 2erfo excluidas do prajeta, partanio, apernas sdolescenbes (acima de 12 anos)
poderfio padicpar. A palanra crianca foi refirada dos termos.

Pendéncia aiendida.

+ <A linguagem fanie no TCLE quanta no TALE Toi adaptada ternande=a mais acessivel 3 compreensiia das
participantes da pesquisa, eniretanto, a linguagem nda & inkeiramenie acessivel, lermos come “vaoulainer” &
“indenizagio”, denire oubros podem rdio ser Suficieniements claros para adoleseeries dentre 12 & 17 anos.”
& palavra vacuiainer foi substitulda por “tubos de coleta de sangue™ & a palavra mdenizagdo par
“pagamenta”.

+ “Milo ol indulda & aplicacda de TALE no projeio na inbagra.”

J estava incluida ra 2%, versdo a aplicacho da TALE no propeio - pégina 7.

[Fiai incluiide oeal para rubrica da resparecive] da voluntdrio menor em cada pdgina do TALE.

Pendéncia aiendida.

§) DECLARAGAD DAS INSTITUIGOES

* “Faram adionados 0% documenbas das Irslituicdes padicipanies declaranda confhecer & cumprir as
normas éicas vigenies no Brasl; garantindo a nfraesiruiura & assumindo a responsabilidade para a
realizacks da pesguisa nas suss dependdncias; assumindo o compramigso de leilura & concardineia com a
panscer £6ca da insituiclo propenenie & dande 3 autairacio de realizacko

Endaraps: Ay, Bl 2036, Qala TS (Cargus Exjpath b

Babre Manguinfis CEP: 1 40-350
UF: R Munbsighs: A0 DE JANEIRD
Talefone:  (21)3882-0011 Fax: (2125814815 E-rrail: capfierus e foeus i

Figina Bl e 10

102



FIDCRUZNOC

I () C FUNDACAO OSWALDO CRUZ - &GQM

sigins Elvm sl U das

Comineschs to Pescar: 143084 E

do estudo. Pendéncia parcialmenie alendida, falla anuéncia das demas insfiluigbes coparbicipanies onds
serfio comatados possiveis parficipantes voluntarios.”
Mg declaractes foram nduidas.

Pendéncia siendida.

TIACORDO ENTRE AS INSTITLNIGOES PARTICIPANTES

“Foi inclulda acorda enire as instituigbes participanies gue contempla a operacionalizagio,
comparlilhamenio, ulilizagio do matemal bioldgico caletada & armarenado, a possibilidade de dissolugia
futura da panceria & & consequente parilhe & destinagbo dos dados = dos matenais. Entretanin, faltam
demais paficipanies. Coma se traia de dooumenios de cardber begal espera-se que sejam redigidos em
pap=l timbrada e paginado. 0% acordos apreseniados parecem S&r enire pesquisador=s = ndo entne
insfiluigtes.”

0% acardos enbre 2% inshbuighes foram reescriios & anexsdos.

Pendéncia alendida.

8) DECLARAGAD

« “Foi incluida dediaragio da Coordenadara do prajetn contenda a justificativa quanta & ulilizaco futura das
amostras biologicas humanas coletadas e armarzenadas em papel ndo imbrade, sem carimbo, sem data &
com assinatura intebgiver.

Dreclarasho foi refeila em paned Smbrado, com carimba e data.

Pendéncia stendida.

9] CROMOERAMA

“D eronograma apreseniada continua & indicar que a colela de dados dos paficipanies (erd infcio em
aulubro de 2016, & coleia de amostras deverd fer inicio apds aprovacio do prodocalo palias CEPs das

InstituigBes praponente & coparticipantes.
O cranagrama fai comgido.

Pendéncia slendida.

Enderags: Aw. Biadl 2336, Sala MNE (Campus Expans o)

Babre:  Wanguinhes CEP: 24 N40-5E0
UF: Ru Munisipss: RO DE JAMEIRD
Talelone:  {21)388200q 1 Fam: (21035814815 E-riall: oo e foome
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Consideragbes sobre 05 Termos de apresentacio obrigatdria:
Falha de Rosio Falha de Rosto pdf

TCLE f Termos de Assentimento § ANENDINTALE docx

TCLE ! Tarmos de Assertimento § ANENDIITCLEcanbroles docs
TCLE { Tarmos de Assertimenio! ANENOITCLEmalaria.docx
Carta resposia docx

AMEXDV quast docx

ANEXON decooord. docs

BICRREPCSITORIO dacx

Orgamenta Orcamenio.docx

Declaracio de InsSuiclo & infrasstrulura Anwencal 3P pdf
Declaracio de Pesquissdores Cartabiancusl scarda_Lilian pdf
Dectaracio de Pesquissdores AcordobWVEL. pdf

Declaracio de Pesquisadores DedaracaolUF_pdf
Dectaracio de Pesquissdores ACDRD ORUF pdf
Declaracio de Pesquisadores AcordoRLIDM. pdf

Declaracio de Pesquisadores Anuvend alF M TAM pdf
Dectaracio de Pesquissdores Decoomphd' GLpdf
Declaracio de Pesquisadores DecoompRiL DM pdf

Prajeta Detalhada fBrochura Investigader PROJETOdos

Recomendagoos:

FUNDACADQ OSWALDO CRUZ -

Qe ™

Apressntar relaldrics parciais (aruss) e rellteio fnal do pojen de pesguss & responsabilidade nekgivel

do pesquisader principal.

Oualguer modificacho ou emenda ao prajeio de pesquisa em pauta deve ser submedida & apreciacio da

CEP Fiocru=nDC.
Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Diante do exposio, o Comild de Efica em Pesguisa do Inslitute Oswalde Cruz [CEP FIDCRUZNOC), em
Reunifo Ordirdria, realizada em 16.02.2016, de acordo com as atribuighes definidas na Resolugho CHE

46681 2, manifesta-se pela aprovacio do prajeto de pesquisa proposio.

Consideragies Finais a cribério do CEP:

Endareos: A, Biacll 2336, Sala NS (Campus Exparts s

Bakre:  Manguinhos CiEP: A 040-350
UF: R Munisiphs: A0 DE WNEIRD
Talalana: (43880001 Fam: (21025814815 E-mall:  capfocns S fedu W
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Esie parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qe ™

Tipo Datumenio Arquino Postagemn Autor Siluacio
IMarmaches Basicas| PE_INF ORMALOES BASIGAS U0 P | Gaia201s ACEI0
go Projsts BOJETO 515200 odf 20:41:47
Outros ANE X0V quest. docx 04122015 |LILIAN ROSE Aceilo

20:40:18 | PRATT RICCID
Outros Cartaresposta doc G41272015 |LILIAN ROSE Aceilo
20:37:14 | PRATT RICCIO
Projeta Detakade | | PROJETO doc G4NZ2015 |LILIAN ROSE Aceilo
Brochura 20:36:40 |PRATT RICCIO
e stigador
Outros ANEXDIVdeomord.docx 04122015 |LILIAN ROSE Aceilo
20:35:65 | PRATT RICCIO
TCLE / Termos de | AMEXDINTALE docx 4122015 |LILIAN ROSE Aceilo
Asgentimenta f 2854 |PRATT RICCIO
Justificatva de
Aushncia
(TCLE  Termos de | AREXON T CLECoMIaks. 0acK 2015 |LLAN ROSE Aceilo
Assentimenta f 22828 |PRATT RICCIO
Justificativa de
m — = — -
TCLE / Termos de | AMEXDITCLEmalana docx G4122015 [LILIAN ROSE Aceilo
Asgentimenta f 2760 |PRATT RICCIO
Justificatva de
Aushneia
Declaracka de AcordoMVGL.pdf 41272015 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 20:26:42 | PRATT RICCIO
Declaracka oe DedaracaohUF. pal 22015 |LLAN ROSE Aceilo
Pesquisaderes 20:24:73 | PRATT RICCIO
Declaracka oe ACORDOMUF paf 1 [[ILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 20:20:05 | PRATT RICCIO
Declaracsa o= Anuencial=r.pal B1A2018 |LILIAN ROSE ACEI0
InsSiuicho & 21311 |PRATT RICCIO
|nfaestruturs
Declaracka de CartabarcusLacerda_Likan.pdf 2018 |LLAN ROSE Aceilo
Pesquisaderes 16:39:22 | PRATT RICCIO
Declaracha oe ACaraorL L. pdl [[ILIAN ROSE ACeilo
Prsquisadores 19:08:44 |
Declaracha ce AnuencialF MTAM pdf 082016 |LILIAN ROSE Aceiln
Pesquisadores 19:07:50 | PRATT RICCID
Declarachka de DeccomphGLpdf 20820156 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisaderes 19:07:07 | PRATT RICCIO
Declaracka oe DeccamgFL DM pdf JE08I2015 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisaderes 19:06:51 | PRATT RICCIO
Orgamenia Orcamentn. docx 2082016 |LILIAN ROSE Aceiln
19:02:40 | PRATT RICCIO
Endaracs: Ae Biadal 2038 Gala TS (Carmgus Eapaeth b
Hairree  Wanguinnes CEP: 99 _[di-5sh
uF: RJ Munksiphs: R0 GE JANEIRD
Talelani:  (21)5388200q4 1 Fie: (2125814815 E-mail: capliocne ios fiocne i
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Ouvos BIORREPOSITORIO docx 26/0&/2015 JLILIAN ROSE Aceito
19:00:20 | PRATT RICCIO
de Roslo de Rosto.pal 1 D — Aceilo
12:11:42
Situagdo do Parecer:
Agpravado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nio
RIO DE JANEIRO, 23 de Feversiro de 2018
Assinado por:
José Menrique da Silva Pilotto
{Coordenador)
Enderece: Av. Bracll 036, Sala 105 (Camgus Expansio)
Bakre: Manguinhes CEP: 21.040-380
UF: RJ Muricipio: RIO DE JANEIRO
Telefene:  (21)3882.0011 Fax: (21)25614815 E-mal: cepfoonae @ioc oo te
Pigra 12 0e 22
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
— MALARIA

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) — MALARIA

Instituicdo: Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

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

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populacdo: Estudo da resposta

imunologica contra proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria.

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

em areas endémicas brasileiras de malaria.

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Claudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn
Kety Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus

Vinicius Guimardes de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas
Machado
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Endereco: Laboratorio de Pesquisas em Maléaria, Instituto Oswaldo Cruz
Fundacdo Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro
- RJ - CEP 21040-900.

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

Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsaveis pelo projeto de
pesquisa intitulado “Estudo da resposta imunoldgica contra proteinas que séo
candidatas a vacina contra a malaria’, estamos fazendo um convite para vocé
participar como voluntario deste nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter
um melhor conhecimento da malaria. A malaria € uma doenca transmitida por
mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios apds 0s quais a pessoa fica
cansada e sem forcas para trabalhar. Além de verificar se vocé tem esta doenca, vai
saber que parasitas causam esta doenca e quais o0s tipos de respostas imunologica
do organismo sdo benéficas. A sua participacdo como voluntario serd apenas para

doar sangue antes do tratamento.

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

Exame de sangue — Para diagnosticar maléaria, a retirada do seu sangue
podera ser feita na veia do antebraco ou no dedo, por um médico, farmacéutico ou
biélogo membro da equipe da pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraco
sera feita com a agulha descartavel e tubo de coleta de sangue e sera tirada a
guantidade 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 sera feito
fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta descartavel na mao escolhida
para o exame. As gotas de sangue serdo colocadas em uma lamina de vidro para ser

examinada no microscopio.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sao aqueles relacionados
com a retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (‘rouxidao”) no local da
puncéo, com duracédo de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serdao tomados,
como o uso de seringa, agulha e gaze descartavel assim como alcool para assepsia

local, entre outros.

108



Beneficios diretos e indiretos: Em caso de busca ativa, serdo realizados
exames para o diagnostico da malaria nos participantes da pesquisa. Com o
diagnostico da malaria vocé sera orientado a procurar a Unidade de Saude
responsavel pelo atendimento na localidade, para avaliacdo médica e tratamento. O
tratamento serd o normalmente usados para casos desse tipo. Todas as informacgdes
de tratamento serdo dadas pelo profissional de saude (médico e o enfermeiro
responsavel pela assisténcia) e qualquer alteracdo devera ser comunicada ao pessoal

responsavel que verificara a necessidade de cuidados locais.

Os resultados desse estudo ndo o beneficiardo diretamente, mas poderdo, no
futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em pacientes com
malaria tem apontado para um importante papel de algumas células e fatores do
organismo (imunoldgicos) na evolugdo das doencas. O conhecimento destas
respostas podera ser importante para se tentar prever a evolucdo da doenca e com
isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no futuro, ajudar no desenvolvimento
de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto, mais estudos s&o
necessarios para tentar esclarecer o seu papel na regulacdo da resposta imune

levando a cura ou a protecao.

Apés o0 consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, vocé
respondera a um questionario, que sera aplicado por um dos membros da equipe de
investigadores, onde serdo anotados seus dados pessoais, observacfes clinicas e
dados epidemiolégicos. Os dados tomados neste questionario serdo utilizados Unica e
exclusivamente para geracdo de dados para este projeto. Suas informagdes neste
questionario serdo sigilosas e vocé receberd& um nudmero de registro para
impossibilitar a sua identificacdo. Esse questionario ficard sob a guarda do
Laboratério de Pesquisas em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz/RJ. O

acesso a qualquer informacdo do questionario estard restrita a coordenadora do

projeto.

Os dados e todas as informacgdes dadas por vocé estdo submetidos as normas
éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres humanos, do Comité de Etica em
Pesquisa — CEP/Fiocruz do Ministério da Saude. Os resultados do estudo poderédo ser
publicados sem revelar a sua identidade e o acesso e a analise dos dados coletados

se fardo apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participacédo é
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inteiramente voluntaria e vocé é livre para recusar a participar, assim como para
desistir de participar deste estudo a qualguer momento, sem prejuizo para seu

acompanhamento ou sofrer quaisquer sancdes ou constrangimentos.

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

de testes para confirmacédo de dados.

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

a essa pesquisa.

Eu,
aceito participar do estudo, consinto que os procedimentos de coleta acima descritos

sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depésito, armazenamento e utilizacédo
do material coletado para a realizacdo deste estudo. Atesto que assinei duas vias do

termo de consentimento de igual teor e fiqguei com uma via.

Data:

Assinatura do Pesquisador
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Data:

Assinatura Testemunha

Data:

Assinatura do voluntario

Em caso de
analfabetismo ou

impossibilidade de assinar.
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ANEXO IIl - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

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

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

Instituicdo: Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC
Instituto Oswaldo Cruz / Fundacdo Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705
(Expanséao) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populacdo: Estudo da resposta

imunoldgica contra proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria.

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

em areas endémicas brasileiras de malaria.

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Claudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn
Kety Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus

Vinicius Guimaraes de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas
Machado
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Endereco: Laboratorio de Pesquisas em Maléaria, Instituto Oswaldo Cruz
Fundacdo Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro
- RJ - CEP 21040-900.

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

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

direito seu ndo tendo nenhum problema se decidir desistir.

Esta pesquisa tem o objetivo de saber se vocé tem malaria, doenca que ocorre
na regido onde vocé mora. A malaria € uma doenca transmitida por mosquito e causa
momentos de febre alta e calafrios ap6s os quais a pessoa fica cansada e sem forcas
para trabalhar. Caso vocé seja portador desta doenca vocé sera orientado a procurar
uma Unidade de Saude responsavel pelo atendimento na localidade, para avaliacdo
meédica e tratamento. O tratamento serd o normalmente usados para casos desse
tipo. Todas as informacfes de tratamento serdo dadas pelo profissional de saude
(médico e o enfermeiro responsavel pela assisténcia) e qualquer alteracao devera ser

comunicada ao pessoal responsavel que verificar4 a necessidade de cuidados locais.

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

microscoépio.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sao aqueles relacionados

com a retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidao”) no local da

puncgéo, com duragédo de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serao tomados,
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como o uso de seringa, agulha e gaze descartavel assim como alcool para assepsia

local, entre outros.

Uma coisa boa de participar desse projeto de pesquisa é saber se vocé tem
essa doenga e receber o tratamento pela Unidade de Saude responsavel pelo

atendimento na localidade.

Ninguém saberd que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os

resultados seréo publicados, mas sem identificar os participantes da pesquisa.

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

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

a essa pesquisa.

Eu, fui

informado sobre o projeto de maneira clara e tendo o consentimento ja assinado pelo

114



meu pai/responsavel, declaro que concordo participar desta pesquisa. Consinto que
os procedimentos de coleta acima descritos sejam realizados em minha pessoa e
autorizo o deposito, armazenamento e utilizacdo do material coletado para a
realizacdo deste estudo. Atesto que assinei duas vias do termo de consentimento de

igual teor e fiquei com uma via.

Data:
Assinatura do Pesquisador
Data:
Assinatura Testemunha
Data:
Assinatura Responsavel
Data:
Assinatura do menor voluntario
Em caso de Em caso de
impossibilidade de o impossibilidade de o menor
responsavel assinar inserir assinar inserir impressao diaital
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ANEXO IV - QUESTIONARIO

Centro de Pesquisa, Diagndéstico e Treinamento em
Maléria/CPD-Mal

REGISTRO N° Data:

PROJETO: Avaliagdo do potencial antigénico da candidata a vacina

antimalédrica GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em

populacdes naturalmente imunizadas por exposicdo crbnica residentes em

areas endémicas brasileiras de malaria.

SEXO:UF 0OM

IDADE: NATURALIDADE: PROCEDENCIA:

ENDERECO ATUAL.:
NUMERO DE RESIDENTES NO ENDERECO ATUAL:

PROFISSAO:

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

NUMERO DE INFECCOES ANTERIORES DE MALARIA:

Espécies: [ P. falciparum [ P.vivax [ P. malariae ONenhuma [JN&o lembra

NUMERO DE INFECCOES NO ULTIMO ANO:

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

DATA DA ULTIMA INFECCAO:

Espécies: (] P.falciparum [1P.vivax [JP.malariae 7 Nenhuma {1 N&o lembra
LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?: [ Sim [JN&o

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA: (1 Sim [0 Néo Data:

OBS:

J Sim

MALARIA GRAVE NA FAMILIA: [ Sim [0 Né&o Data:

TEM ALGUEM NA FAMILIA COM MALARIA OU QUE TEVE MALARIA RECENTEMENTE?

[0 Nao Data:
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EXPOSICAO A INFECCAO MALARICA

LOCALIZACAO DA CASA
] Floresta [1 Colecéo d’agua [0 Cidade [0 Nenhuma

TIPO DE CASA (protec&o em relagdo ao contato com mosquito)

[J Boa U Parcial [0 Nenhuma

ATIVIDADES AO AMANHECER:
ATIVIDADES AO ANOITECER:

SABE COMO A MALARIA E TRANSMITIDA?
JSim UNao [ Foi informado [ Foi informado, mas ndo acredita
COMO?:

USO DE MEDIDAS PROFILATICAS
[ Mosquiteiro [ Inseticida [J antimalaricos [l Outras [J Nenhuma

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

INFECCAO ATUAL
SINTOMAS
[ Febre 0 Cefaléia [ Calafrios [ Nausea/Vémito [ Mialgia U Artralgia U Sudorese
[0 Nenhum

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:

DIAGNOSTICO: [ P. falciparum [ P.vivax L[l P. malariae U Nenhuma

PARASITEMIA:

LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:
RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE?: 1 Sim [ N&o Data:
E DOADOR DE SANGUE?: (] Sim [1N&o Data da ultima doacéo:

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

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

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

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

Instituicdo: Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

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

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populacdo: Estudo da resposta

imunologica contra proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria.

Titulo Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliagdo do potencial antigénico da
candidata a vacina antimalarica GMZ2.6¢c e seus componentes (MSP-3, GLURP e
Pfs48/45) em popula¢Bes naturalmente imunizadas por exposi¢cao cronica residentes

em areas endémicas brasileiras de maléaria.

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

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

Endereco: Laboratério de Pesquisas em Malaria, Instituto Oswaldo Cruz
Fundagéo Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro

- RJ - CEP 21040-900.
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Telefones: (21)- 38658135 Fax: (21) 38658145

Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsaveis pelo projeto de
pesquisa intitulado “Estudo da resposta imunoldgica contra proteinas que sé&o
candidatas a vacina contra a maléaria”, estamos fazendo um convite para vocé
participar como voluntario deste nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter
um melhor conhecimento da maléria. A malaria é uma doenca transmitida por
mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios apds 0s quais a pessoa fica
cansada e sem forcas para trabalhar. Além de verificar se vocé tem esta doenca, vai
saber que parasitas causam esta doenca e quais o0s tipos de respostas imunologica
do organismo sdo benéficas. A sua participacdo como voluntario serd apenas para
doar sangue

Para a realizacdo do projeto serdo feito 0s seguintes exames,

procedimentos com 0s seguintes objetivos:

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

microscoépio.

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

local, entre outros.

Beneficios esperados: Os resultados desse estudo ndo o beneficiardo

diretamente, mas poderao, no futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta
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imune em pacientes com malaria tem apontado para um importante papel de algumas
células e fatores do organismo (imunologicos) na evolucdo das doencas. O
conhecimento destas respostas podera ser importante para se tentar prever a
evolugcédo da doenga 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 sdo necessarios para tentar esclarecer o seu papel na

regulacéo da resposta imune levando a cura ou a protecao.

Apés o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, vocé
respondera a um questionario, que sera aplicado por um dos membros da equipe de
investigadores, onde serdo anotados seus dados pessoais, observacdes clinicas e
dados epidemioldgicos. Os dados tomados neste questionario serdo utilizados Unica e
exclusivamente no projeto em questdo. Suas informacfes neste questionario serdo
sigilosas e vocé recebera um numero de registro para impossibilitar a sua
identificacdo. Esse questionario ficara sob a guarda do Laboratério de Pesquisas em
Maléaria do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informacao do
questionario estara restrita a coordenadora do projeto.

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

acompanhamento ou sofrer quaisquer san¢des ou constrangimentos.

A sua participacdo serd sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter
qualquer despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da
pesquisa. Os gastos necessarios para a participacdo na pesquisa serdo assumidos
pelos pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa. O material coletado para
realizacdo dos exames sera devidamente acondicionado em nitrogénio liquido ou
freezer -70°.C e ficard sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratério de

Pesquisas em Malaria — Fiocruz/RJ pelo periodo de cinco anos até que todos os
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experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessario para repeticdo

de testes para confirmacao de dados.

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

a essa pesquisa.

Eu,

aceito participar do estudo, consinto que os procedimentos de coleta acima descritos

sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depdsito, armazenamento e utilizacédo
do material coletado para a realizacédo 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 Voluntéario

Em caso de
analfabetismo ou

impossibilidade de assinar
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