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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Avaliação da resposta imune humoral contra as Proteínas de Superfície de Merozoítos 

de Ligação ao Duffy 1 e 2 (MSPDBL-1 e a MSPDBL-2) de Plasmodium falciparum em 

populações naturalmente expostas a malária de áreas endêmicas da Amazônia 

Brasileira 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO: BIOLOGIA PARASITÁRIA 

Marília Guedes Lima 

A malária permanece um fardo tremendo para a saúde pública mundial, causando 
627.000 mortes e gerando morbidade em mais de 241 milhões de indivíduos. Em humanos, 
a doença é causada por sete espécies de protozoários do gênero Plasmodium, sendo o P. 
falciparum a espécie responsável pelos casos graves e mortalidade. A infecção por essa 
espécie é preocupante no Brasil, principalmente após a descrição de isolados com 
susceptibilidade reduzida a derivados de artemisinina no Suriname e Guiana Francesa, 
alertando para o risco de surgimento e introdução de resistência a antimaláricos no Brasil. 
Nesse contexto, o desenvolvimento de uma vacina tem sido uma das principais estratégias 
para enfrentar esse problema. As Proteínas de Superfície do Merozoíto de Ligação ao Duffy 
1 e 2 (MSPDBL-1 e a MSPDBL-2) são duas proteínas que se ligam diretamente a Proteína 
da Superfície do Merozoíto 1 (MSP-1) do parasito, formando um complexo na superfície do 
eritrócito através do seu Domínio de Ligação ao Duffy (DBL) facilitando a invasão do P. 
falciparum no eritrócito. Estudos mostraram que anticorpos contra MSPDBL-1 e MSPDBL-2 
são capazes de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro e estão associados com 
proteção contra a malária clínica, sugerindo um importante papel na imunidade antimalárica. 
No presente trabalho, nos propomos a avaliar o perfil da resposta imune humoral contra as 
proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de P. falciparum e identificar e validar os epítopos 
imunodominantes dessas proteínas em indivíduos naturalmente expostos a malária, 
residentes em áreas endêmicas do Acre e Amazonas. Nosso trabalho foi realizado em 
Cruzeiro do Sul e Mâncio Lima, no Estado do Acre, Guajará, no Estado do Amazonas, 
Amazônia Brasileira. A pesquisa de anticorpos específicos para as proteínas foi realizada 
pela técnica de ELISA utilizando proteínas recombinantes correspondentes a região DBL de 
MSPDBL-1 e MSPDBL-2. Os epítopos lineares de células B foram identificados utilizando o 
software BcPreds e validados por ELISA, utilizando peptídeos sintéticos correspondentes 
aos epítopos identificados. Nossos dados mostraram que as proteínas MSPDBL-1 e 
MSPDBL-2 são amplamente reconhecidas por anticorpos naturalmente adquiridos em 
indivíduos residentes nas áreas estudadas e que esses anticorpos são principalmente 
citofílicos (IgG1 e IgG3), fato importante considerando que a aquisição de uma imunidade 
protetora está associada aos níveis de IgG1 e IgG3. A análise de predição identificou 3 
epítopos de células B na região DBL da MSPDBL-1 (P1, P2 e P3) e 6 epítopos na região 
DBL da MSPDBL-2 (P4, P5, P6, P7, P8 e P9). A grande maioria dos indivíduos apresentou 
anticorpos que reconheciam pelo menos um dos epítopos identificados na predição. Os 
epítopos 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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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

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  

Marília 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 Mâncio Lima, in the State of 
Acre, and Guajará, 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 IgG1 and IgG3 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 INTRODUÇÃO 

1.1 A Malária 

A malária, também é conhecida por paludismo, impaludismo, febre palustre, 

febre intermitente, febre terçã benigna, febre terçã maligna, febre quartã, maleita, 

sezão, tremedeira, batedeira ou, simplesmente, febre. É uma doença infecciosa febril 

aguda e de alta prevalência, cujo agente etiológico é o protozoário pertencente ao filo 

Apicomplexa, da família Plasmodiidae e do gênero Plasmodium (1-3). Mais de 250 

espécies de Plasmodium foram formalmente descritas, e cada espécie infecta 

diferentes hospedeiros, como aves, lagartos, cobras e mamíferos. 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 três últimas são espécies de Plasmodium que infectam primatas não 

humanos (NHP) e, também, podem infectar os seres humanos, como anteriormente 

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

 

A malária é transmitida pela fêmea do mosquito do gênero Anopheles (1-3). A 

fêmea busca o sangue como refeição para nutrir seus ovos e depositá-los na água e o 

tipo de coleção de água adequado para o desenvolvimento das larvas é bastante 

variável entre espécies de mosquitos, e mesmo dentro da mesma espécie. Algumas 

espécies preferem pequenos acúmulos de água doce ou salobra, outras poças ou 

bolsões de água formados nas curvas de rios. Os habitats larvários vão influenciar 

diretamente o seu desenvolvimento por meio das condições climáticas, tais como, 

precipitação, temperatura e umidade (4,15,16,17). Esses mosquitos são mais 

abundantes durante a estação chuvosa nos países tropicais, com pico de transmissão 

durante e depois da estação de chuva. Existem mais de 400 espécies diferentes de 

anofelinos, porém, apenas aproximadamente, 30 são considerados os vetores mais 

importantes na transmissão da malária. Algumas espécies de vetores de maior 

importância têm hábito crepuscular (picam ao anoitecer e ao amanhecer), porém o 

Anopheles darlingi, que é a espécie de vetor mais importante no Brasil, pica à noite 
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inteira até o amanhecer (17). A intensidade da transmissão depende de fatores 

relacionados ao parasito, vetor, hospedeiro humano e ambiente.  

 

 A origem do Plasmodium falciparum e P. vivax, os principais causadores da 

malária em humanos, tem sido objeto de muito debate. Até recentemente, acreditava-

se amplamente que o P. falciparum havia coevoluído com os humanos e nossos 

ancestrais ao longo de milhões de anos, enquanto se supunha que o P. vivax tivesse 

surgido no sudeste da Ásia após a transmissão 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 evoluíram de parasitas que infectam macacos africanos 

selvagens (18). Embora muitas questões permaneçam sobre a biologia e o potencial 

zoonótico dos parasitas semelhantes a P. falciparum e P. vivax que infectam 

macacos, a genômica comparativa, juntamente com estudos funcionais de parasitas e 

vetores, provavelmente fornecerão novas revelações sobre a transmissão e 

patogênese do Plasmodium de macacos (18,19).  

 

A chegada da doença ao Novo Mundo ainda hoje é motivo de especulações 

(19,20). É possível que tenha sido pelas viagens transpacíficas em tempos remotos 

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

 

Referências a febres sazonais e intermitentes são relatados em textos 

religiosos e médicos antigos relacionando a doença à punição de deuses e à 

presença de maus espíritos. O Nei Ching, de 4700 anos, refere-se aos “paroxismos 

febris associados à esplenomegalia e tendência a ocorrência epidêmica” (21). 

Escrituras hindus de templos Vedas do Norte da Índia, de 3500 anos, contêm muitas 

referências sobre “febres, com calafrios, tremores e delírios, que retornam em 

sucessivos dias” (21). Entre 3500 e 4000 anos, sumerianos e egípcios fizeram relatos 

sobre “febres intermitentes com esplenomegalia” (22).   

 

No século V a.C., Hipócrates descreveu a doença com características de 

ocorrência sazonal e de febre com padrão paroxístico e intermitente, sendo o pioneiro 

na descrição detalhada dos sintomas e das complicações causadas pela enfermidade 

(23).  Depois de Hipócrates, em meados do século II d.C., diversos médicos gregos e 

romanos fizeram referências sobre a doença, que ocorria em epidemias cíclicas na 
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Grécia, Itália e outras partes da Europa, onde era conhecida como "Febre Romana". 

No século XVIII, o termo malária teve sua origem, quando escritores italianos a 

descreveram como uma doença causada por vapores nocivos exalados dos 

pântanos, designado de “mal aire” com o sentido de mau ar. Apenas no século XIX é 

que o conhecimento sobre a malária passou por um período de importantes 

descobertas. Em 1880, o médico francês 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). Já naquela época, 

hipóteses de que a transmissão da malária se dava por inseto foi reforçada por 

descobertas feitas do papel do Culex spp. na transmissão da filariose. Até que, no 

ano de 1898, o médico inglês Ronald Ross desvendou o ciclo do parasita da malária 

aviária Proteosoma relictum (Plasmodium relictum) no Culex spp. que permitiu, no 

ano seguinte, os italianos Grassi, Bignami e Bastinelle completar o ciclo da malária 

humana no mosquito do gênero Anopheles (Meigen, 1818) e alguns anos depois, 

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

 

Apesar dos intensos programas de controle utilizados na tentativa de combatê-

la, a malária, permanece como uma doença de importância global e um sério 

problema de saúde pública, causando altos índices de morbidade e mortalidade nas 

regiões endêmicas (4,24). Atualmente, atinge 85 países e territórios, concentrando-se 

nas principais áreas tropicais e subtropicais (Figura 1), sendo estimados, em 2020, 

241 milhões de casos de malária. Vinte e nove países foram responsáveis por 96% 

dos casos de malária no mundo, e seis países – Nigéria (27%), República 

Democrática do Congo (12%), Uganda (5%), Moçambique (4%), Angola (3,4%) e 

Burkina Faso (3,4%) - foram responsáveis por cerca de 55% de todos os casos em 

todo o mundo. Em 2020, as mortes por malária aumentaram 12% em comparação 

com 2019, passando de estimadas 558 mil em 2019 para 627 mil em 2020, a maioria 

em crianças abaixo de 5 anos de idade (25). 
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Figure 1. Distribuição da malária no mundo, CDC (26) (2021). Em azul: 
Transmissão da malária não é conhecida para ocorrer; em laranja: transmissão 
da malária ocorre em alguns lugares; em vermelho: transmissão da malária 
ocorre em toda a parte. 

 

O continente Africano é o que mais padece com a ocorrência da malária. 

Aproximadamente 94% dos casos e mortes no mundo, seguido do Sudeste Asiático 

(3%) e da região do Mediterrâneo Oriental. As Américas vêm contribuindo com 

aumento mundial dos números de casos de malária. Estratégias de controle da 

doença como a utilização de mosqueteiros impregnados com inseticidas, pulverização 

das paredes internas das residências, diagnóstico rápido e tratamento oportuno têm 

obtido sucesso em mitigar o número de casos e mortes nas Américas, entretanto o 

progresso nessa região tem sido afetado pelo aumento do número de casos na 

Venezuela em 2019. Nas Américas, cerca de 138 milhões de pessoas em 19 países 

e territórios estão em risco para malária. Brasil, Colômbia e Venezuela respondem por 

80% de todos os casos estimados. Em 2019, foram registrados 0,9 milhões de casos 

e 551 óbitos, sendo o Brasil, a Venezuela e a Colômbia responsáveis por 86% dos 

casos registrados (15,27).  
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1.2 A malária no Brasil: passado, presente e futuro 

 

No Brasil, a primeira referência à malária data de 1587, com ocorrência de 

casos nas tribos Tupinambás, trazida, provavelmente, durante o início da colonização, 

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

 

Após o período colonial, os maiores impulsionadores da intervenção no 

controle da malária foram a indústria da borracha e a construção 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 indústria da borracha amazônica. Como hospedeiros 

imunologicamente virgens, eram susceptíveis à malária (28,29). Simultaneamente, 

foram feitos esforços para interligar as vastas terras inexploradas do interior brasileiro 

por meio de trens e fios de telégrafo. 

A partir de 1870, com o início da exploração da borracha e a construção de 

ferrovias na região Amazônica, a malária tornou-se um grande problema de saúde 

pública. A exploração da borracha atraiu milhares de imigrantes provenientes do 

Nordeste, que foram sistematicamente dizimados pela malária (28,29). No Sudeste do 

país, na mesma época, a transmissão crescia acentuadamente na Baixada 

Fluminense e no Vale do Paraíba, uma vez que a abolição da escravatura, em 1888, 

e o colapso da aristocracia rural cafeeira fizeram cessar os pequenos trabalhos de 

combate à malária. A interrupção dos sistemas de irrigação e drenagem em 

plantações abandonadas fez com que a Baixada Fluminense, planícies costeiras do 

RJ e partes do estado de São Paulo (SP) fossem áreas altamente malarígenas por 

décadas (28). 

Comissões para o combate à malária foram criadas em 1891, mas tiveram um 

desempenho ruim devido a limitação de recursos, atividade esporádica, ignorância e 

administração dispersa (30). Em particular, Manaus, no estado do Amazonas (AM), 

passou por quatro comissões sanitárias para o controle de doenças tropicais entre 

1897-1913 (32). De 1890-1900, aproximadamente 500.000 brasileiros migraram para 

a Amazônia em uma "enchente caótica", com muitos se tornando seringueiros (32). 

De 1892 a 1906, 26,6 pessoas por 10.000 morreram de malária no Nordeste do 

Brasil, com aproximadamente metade originária de fora da região (33). Assim, no fim 
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do século XIX e início do século XX, a malária ocorria praticamente em todo o 

território nacional, com exceção de algumas áreas no Sul do país. A cada ano, havia 

seis milhões de casos, que representavam 50% da população do Brasil (29). 

Nessa época, duas grandes epidemias de malária ocorreram na Amazônia 

como consequência da migração de nordestinos fugindo da seca do Nordeste para os 

seringais amazônicos e durante a construção da estrada de ferro Madeira-Mamoré, 

onde vários trabalhadores caribenhos, brasileiros e bolivianos foram dizimados pela 

malária (34,35). Outra grande epidemia de malária ocorreu no fim da década de 1930 

e início da década de 1940 quando navios franceses que faziam a rota postal França-

Natal via Dakar trouxeram o Anopheles gambiae que invadiu o Nordeste brasileiro. 

Um forte esquema de controle da malária foi montado em todo o Nordeste e a 

epidemia que atingia entre 80 e 90% da população nas áreas invadidas pelo mosquito 

foi debelada e o A. Gambiae foi erradicado do Nordeste (28,36,37).     

 Na década de 40, para uma população de aproximadamente 55 milhões de 

habitantes, estimava-se que ocorriam entre 4 e 8 milhões de casos de malária por ano 

no Brasil, resultando em cerca de 80 mil óbitos (38). Nos anos 50, a grande incidência 

de malária levou a OMS a adotar um vasto programa de erradicação nas regiões 

atingidas por essa doença que reduziu sensivelmente o número de casos no país e a 

doença ficou restrita, quase que exclusivamente, à região Amazônica. Antes desse 

programa, a transmissão da malária ocorria em quase todo território brasileiro.  

Na década de 70, através do Instituto Nacional de Colonização e Reforma 

Agrária (INCRA), o governo favoreceu o surgimento de novos polos agrícolas e o 

desenvolvimento intensificado da Amazônia nessa época acelerou o processo 

migratório, atraindo moradores de outras regiões do país. Como consequência, nas 

décadas de 70 e 80, a região Amazônica recebeu, aproximadamente, um milhão de 

migrantes, na maioria indivíduos não imunes, provenientes de diferentes regiões 

brasileiras (37). As intensas migrações internas devido aos projetos de colonização e 

expansão da fronteira agrícola, a construção de rodovias e hidroelétricas e as 

atividades de madeireira, garimpo e mineração, além da resistência do P. falciparum 

aos quimioterápicos e das precárias condições socioeconômicas da população 

migrante, determinaram a rápida expansão da doença. Como consequência em 1999 

foram registrados 637.474 (38). Essa situação levou o Ministério da Saúde a elaborar 

o Plano de Intensificação das Ações de Controle da Malária (PIACM), desencadeando 
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uma série de ações na Região Amazônica que colaboraram na inversão da tendência 

de crescimento da malária. Com o PIACM, que vigorou no período de 2000 a 2002, 

houve uma redução de 50% na incidência da malária na Região da Amazônica e os 

casos de malária passaram para menos de 349 mil em 2002. Entretanto, após esta 

importante redução na transmissão, o número de casos de malária voltou a aumentar 

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

 

A partir de 2006, o número de casos de malária no Brasil começou a decair 

como resultado de ações integradas de controle, realizadas no âmbito federal, 

estadual e municipal. Tal decréscimo está relacionado a diversos fatores, dentre os 

quais se destacam: vigilância epidemiológica, implementação de diagnóstico e 

tratamento rápido, os quais também foram responsáveis pela diminuição acentuada 

no número de infecções causadas por P. falciparum (39,40,41) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segundo a OMS, a experiência com as campanhas de erradicação dos anos 

1950 e 1960, aliada ao conhecimento e à experiência atuais e investimento em 

pesquisa, é possível controlar a malária no mundo e eliminá-la em países e regiões 

onde a transmissão é baixa ou moderada e o sistema de saúde é forte. Seguindo as 

discussões mundiais, o Brasil lançou, em 2015, o primeiro plano de eliminação de 

Figura 2. Série histórica de casos de malária notificados no Brasil, 1959 a 2019. 
(41) 
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malária no Brasil que tinha a proposta de eliminação do P. falciparum e que, 

posteriormente, foi ampliada para todas as espécies. O plano nacional de eliminação, 

que está em elaboração, tem como objetivo estabelecer diretrizes técnicas para que a 

malária deixe de ser um problema de saúde pública no Brasil, por meio do alcance 

das metas de (a) menos de 14 mil casos registrados em 2030, o que representa 

redução de 93% em relação a 2018; (b) eliminar a transmissão de malária por P. 

falciparum até o ano de 2030; (c) eliminar a transmissão de malária até o ano de 2035 

e; (d) reduzir o número de óbitos para zero até o ano de 2030. 

 

Atualmente, 99,9% dos casos de malária são registrados na região da 

Amazônia Legal, composta por nove estados (Acre, Amazonas, Amapá, Pará, 

Rondônia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhão) e 808 municípios. No ano 

de 2019, o Brasil registrou 157.454 casos de malária (27). Mesmo em área endêmica, 

a distribuição da malária não é uniforme (Figura 3). Os graus de risco para adoecer de 

malária são classificados de acordo com a Incidência Parasitária Anual (IPA). Esse 

indicador expressa o número de exames positivos por 1000 habitantes em 

determinado lugar e período. 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 malária concentrou-se em 41 municípios no ano de 2019, sendo 16 

no Amazonas (39,0%), 8 no Pará (19,5%), 7 em Roraima (17,1%), 4 no Amapá 

(9,8%), 3 no Acre (7,3%), 2 em Rondônia (4,9%) (27). Em se tratando de malária 

falciparum e malária mista, a transmissão é ainda mais concentrada, visto que 16 

municípios foram considerados prioritários (aqueles que juntos são responsáveis por 

80% dos casos autóctones de malária do País) em 2019 (41) (Figura 4). 
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Composta por outros 17 estados e o Distrito Federal, a região extra-amazônica 

é responsável por apenas 0,1% do total de casos notificados no Brasil que ocorrem, 

   Figure 3. Mapa de risco de distribuição da malária no Brasil, Brasil 2019. (41) 

Figure 4. Municípios prioritários para malária falciparum e malária mista em 
2019 e estratificação de acordo com o percentual do total de casos 
autóctones. (41) 
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geralmente, em área de Mata Atlântica. A mortalidade devido a malária na região 

extra-amazônica chega a ser cerca de 80 vezes maior do que na região amazônica, 

principalmente, por causa do retardo no diagnóstico e no tratamento (27,38). A 

maioria dos casos notificados na região extra-amazônica são importados de outros 

estados endêmicos ou outros países, tanto das Américas quanto da África e Ásia. 

Entretanto, casos autóctones vêm sendo registrados. Os estados que mais 

notificaram casos autóctones, representando um terço (1/3) do total dos casos de 

malária, foram o Espírito Santo, Minas Gerais, São Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e 

Paraná, o que pode demonstrar que a doença pode voltar a ser endêmica nessa área. 

Desse modo, torna-se fundamental que as atividades de vigilância epidemiológica 

sejam desenvolvidas de forma contínua nessa área, mostrando, contudo, que a 

doença não pode ser negligenciada (4,27,38).  

 

Em 2019, foram notificados 153.270 casos autóctones de malária no Brasil, 

89,3% foram devido a infecção pelo P. vivax e 10,7% devido a infecção pelo P. 

falciparum e malária mista (P. falciparum e P. vivax). De janeiro a junho de 2020, os 

casos autóctones foram registrados com queda, tanto a região amazônica quanto a 

região extra-amazônica brasileira com redução no número total de casos autóctones, 

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

 

Considerando-se o número de casos de malária no Brasil e no mundo e a 

resistência dos plasmódios aos antimaláricos e dos anofelinos aos inseticidas 

(25,29,39,40), controlar a transmissão da doença continua sendo um grande desafio.  

Sendo assim, nos últimos anos, esforços têm sido concentrados no desenvolvimento 

de uma vacina, principalmente contra o P. falciparum, espécie responsável pelos 

casos letais. Entretanto, uma das dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina 

antimalárica reside na complexidade do parasito, seu ciclo evolutivo. 

1.3 Ciclo Biológico do Plasmodium 

O Plasmodium apresenta um ciclo de vida complexo que envolve dois 

hospedeiros: um hospedeiro vertebrado intermediário, onde ocorre a reprodução 

assexuada e um hospedeiro invertebrado definitivo, onde ocorre a reprodução 

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

 

Ao homem, a malária é transmitida quando fêmeas do mosquito Anopheles sp. 

infectadas com Plasmodium inoculam, durante o repasto sanguíneo, os esporozoítos 

localizados nas glândulas salivares (42,43,44). Uma vez injetados na derme, os 

esporozoítos podem permanecer viáveis na pele do hospedeiro por várias horas até 

ativamente migrarem para vasos sanguíneos e vasos linfáticos (35). Apenas os 

parasitos que atingem a corrente sanguínea são capazes de dar continuidade ao ciclo 

biológico (42-46). Nos sinusoides hepáticos, os esporozoítos penetram através das 

células Kupffer no Espaço de Disse e invadem os hepatócitos para iniciar o ciclo exo-

eritrocítico ou hepático. Ao chegarem ao fígado, as moléculas de adesão do parasito 

interagem com moléculas sulfatadas na superfície do hepatócito, permitindo a sua 

entrada na célula e resultando na formação de um vacúolo parasitóforo que circunda 

o esporozoíto, formado pela invaginação da membrana plasmática da célula 

hospedeira (47-50). Nesse momento, há a formação do vacúolo parasitóforo iniciando 

um processo de maturação e reprodução assexuada, dando origem a esquizontes 

hepáticos repletos de merozoítos não-nucleados rodeados por uma membrana 

parasitófora (47-50). As células hepáticas contendo esquizontes hepáticos maduros 

se rompem liberando milhares de merozoítos dentro de vesículas chamadas de 
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merossomos na corrente sanguínea (50,51). Esse evento marca o fim da fase pré-

eritrocítica ou hepática do ciclo do Plasmodium, que é assintomática. No ciclo pré-

eritrocítico de P. vivax e P. ovale, alguns merozoítos não seguem para a corrente 

sanguínea e se desenvolvem em formas latentes denominadas hipnozoítos, 

responsáveis pelas recidivas da malária (51-53).  

 

Após a liberação na corrente sanguínea, os merossomos se rompem, liberando 

os merozoítos que invadem as hemácias, iniciando o ciclo eritrocítico, responsável 

pelas manifestações clínicas da doença. A penetração do merozoíto no eritrócito é 

dependente de uma série de interações ligante-específicas e ocorre em diversas 

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

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

células. Posteriormente, ocorre a invaginação da membrana do eritrócito, formando 

um vacúolo parasitóforo dentro do eritrócito, onde os merozoítos iniciam o ciclo 

intraeritrocítico, se diferenciando em trofozoíto jovem, trofozoíto maduro e esquizontes 

sanguíneos. Quando completamente maduro, o eritrócito infectado rompe, liberando 

os merozoítos que, então, invadem novos eritrócitos, reiniciando todo o ciclo 

intraeritrocítico, ruptura e reinvasão. O ciclo eritrocítico se repete periodicamente de 

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

 

Em cada ciclo de replicação, uma pequena porção de merozoítos, se 

diferenciam em formas eritrocíticas sexuadas chamados de macrogametócitos 

(femininos) e microgametócitos (masculinos) que, ao serem ingeridas pelo mosquito 

susceptível durante o repasto sanguíneo, darão início ao ciclo sexuado ou 

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

 

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

gametócitos femininos e masculinos, juntamente com as outras formas que são 

destruídas no estômago do mosquito. No intestino médio do mosquito, os gametócitos 

escapam dos eritrócitos. O gametócito macho se funde com a fêmea, formando um 

zigoto diploide.  O zigoto se desenvolve em um oocineto móvel, que atravessa a 

matriz peritrófica e alcança a parede do intestino médio do mosquito e encista na 

camada epitelial e se aloja na membrana basal, onde perde a motilidade e secreta 

substâncias quitinosas da matriz peritrófica, como colágeno IV, formando o oocisto 

(56,57). No interior das células epiteliais o oocisto se multiplica por esporogônia 
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dando origem aos esporozoítos. Em torno de 9-14 dias ocorre a ruptura da parede do 

oocisto e liberação dos esporozoítas para a hemolinfa do mosquito. Carreados pela 

hemolinfa, os esporozoítos chegam a glândulas salivares, migram para o canal central 

da glândula salivar onde serão inoculados no hospedeiro vertebrado durante o 

próximo repasto sanguíneo (55-57). 

1.4 O papel dos anticorpos na imunidade antimalárica 

Indivíduos residentes em áreas de alta endemicidade de malária 

desenvolvem, após repetidas infecções, uma imunidade clínica denominada 

premunição (58). A premunição é adquirida gradualmente, o que explica a alta 

susceptibilidade da doença em crianças e viajantes que nunca tiveram malária ou 

mesmo nunca estiveram em áreas endêmicas de malária, o que requer anos de 

exposição contínua pra ser desenvolvida, entretanto, se um indivíduo semi-imune sai 

da área endêmica, essa imunidade protetora é perdida (59,60). Este estado de 

imunidade parcial não irá prevenir da reinfecção e indivíduos adultos podem 

apresentar infecções assintomáticas ao longo da sua vida (60). A imunidade 

antimalárica está associada tanto a resposta imune humoral, quanto celular. Acredita-

se que a resposta imune celular seja essencial para controlar a infecção pré-

eritrocítica, enquanto os anticorpos sejam primordiais para conter o estágio eritrocítico 

da doença (61,62). 

 

Na fase pré-eritrocítica, os mecanismos efetores compreendem a citotoxicidade 

direta dos hepatócitos infectados promovida por células T CD8+ (linfócitos T 

citotóxicos – LTC ou CTL), já que os hepatócitos expressam antígenos de MHC 

classe I e possivelmente são induzidos a expressar os de classe II. Outras células 

como NK, NKT e γδT também eliminam parasitas intra-hepáticos através da secreção 

de interferons tipo I e IFN-γ. Outro importante mecanismo de defesa do organismo 

contra os plasmódios é a fagocitose de merozoítos livres e de hemácias parasitadas, 

que ocorre logo após cada esquizogonia, principalmente no baço. As células T helper 

CD4+ são importantes durante a fase eritrocítica e na produção de citocinas pró-

inflamatórias que ativam macrófagos. Tanto a produção de interferon gama (IFN) 

como de interleucinas (IL-4, IL-2, IL-5) e os radicais de oxigênio e nitrogênio 

produzidos pelos macrófagos ativados parecem ser os mediadores celulares que 

controlam a infecção por plasmódios. Essas células também são importantes para 
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mediar a ativação de células B, aumentando a resposta humoral. Outras células como 

as células NK e as células γδT também estão envolvidas na resposta imune. IFN-γ, 

perforina e granzima produzidas pelas células NK são responsáveis pela morte das 

hemácias infectadas por P. falciparum. 

 

Os anticorpos possuem diversas funções efetoras e podem agir diretamente 

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

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

o estágio pré-eritrocítico, entretanto, existem mais evidências de suas funções no 

decorrer da fase eritrocítica. Os anticorpos podem:  

 

i. Reduzir a travessia dos esporozoítos pela pele e a sua invasão aos hepatócitos 

(63), 

ii. Atuar opsonizando esporozoítos para promover a fagocitose (63), 

iii. Inibir a invasão do merozoíto ao eritrócito, o crescimento intraeritrocítico do 

parasito ou a ruptura do esquizonte e, consequentemente, a liberação dos 

merozoítos na corrente sanguínea (63-65), 

iv. Opsonizar merozoítos e eritrócitos infectados para fagocitose, se ligando a 

antígenos de superfície de merozoítos e eritrócitos infectados, facilitando seu 

reconhecimento pelas células fagocíticas, levando a morte e remoção dos 

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

v. Através do mecanismo de inibição celular dependente de anticorpo (ADCI) e 

citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC), onde os anticorpos 

citofílicos (IgG1 e IgG3) se ligam a antígenos de superfície de merozoítos e 

interagem com os receptores Fc de monócitos para ADCI e células NK para 

ADCC, ativando-os e induzindo-os a liberarem fatores parasitostático e/ou 

citotóxicos, que impedem o desenvolvimento do parasito (63), 

vi. Através do mecanismo de explosão respiratória dependente de anticorpos 

(ADRB), onde os merozoítos opsonizados interagem com neutrófilos, ativando-

os e induzindo-os à produção de espécies reativas de oxigênio, óxido nítrico e 

seus intermediários e outros componentes tóxicos impedindo seu 

desenvolvimento intraeritrocítico (63), 
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vii. Ativando o sistema complemento, através da ligação à superfície dos 

merozoítos e à primeira molécula da via clássica do complemento, C1q, 

ativando assim a cascata do sistema complemento acarretando na lise do 

merozoíto (70), 

viii. Inibindo a adesão de hemácias parasitadas ao endotélio vascular e a formação 

de rosetas, bloqueando o sequestro de eritrócitos infectados no endotélio 

vascular que está associada aos casos de malária grave (71), 

ix. Inibindo a ruptura de esquizontes e, consequentemente, a liberação de 

merozoítos, podendo reduzir a parasitemia (72), 

x. Neutralizando toxinas liberadas pelo parasito após a ruptura dos esquizontes, 

como Glicosilfosfatidilinositol (GPI), diminuindo as manifestações clínicas da 

doença (73). 
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Desde os experimentos de transferência passiva de imunoglobulinas (Igs) de  

indivíduos imunes à malária para indivíduos infectados não imunes, realizados por 

Cohen e McGregor nos anos 60, tem-se conhecimento que os anticorpos são 

componentes cruciais da imunidade naturalmente adquirida e que esses anticorpos 

são capazes proteger contra a infecção e/ou redução do risco de evolução da doença 

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

indivíduos de uma área hiperendêmica na Costa do Marfim, provocou a queda 

acentuada na parasitemia em pacientes tailandeses não imunes com resistência a 

cloroquina. Após a queda brusca, a parasitemia permaneceu no limite de detecção da 

Opsonização

-Receptor Fc

- Sistema complemento

Inibição da formação 

de rosetas

Aglutinação de 

merozoítos

Dispersão do esquizonte

Inibição de crescimento

Inibição de citoaderência

Neutralização de 

toxinas

Inibição de invasão

-Ligação 

- Processamento

Inibição celular 

dependente de 

anticorpo

-Radicais livre

- TNF

Mortes mediadas 

pelo sistema 

complemento

Figure 6. Representação esquemática de mecanismos por anticorpos na 
imunidade contra as formas eritrocíticas do P. falciparum. Anticorpos 
contra merozoítos podem: (i) prevenir a invasão de eritrócitos; (ii) ativar 
Sistema Complemento; (iii) Opsonizar merozoítos e (iv) estimular 
monócitos e macrófagos para liberar moléculas parasitosáticas, matando 
parasitos intraeritrocíticos. Anticorpos contra eritrócitos infectados 
podem: (i) inibir a citoaderência, (ii) impeder a formação de rosetas, (iii) 
Opsonizar eritrócitos infectados e (iv) inibir o desenvolvimento intracellular 
do parasito. TNF: Fator de Necrose Tumoral. Adaptado de Teo et al. (63) 
(2016). 
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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 administração de nova dose da mesma IgG imune. Esses 

dados, demonstram claramente o papel dos anticorpos IgG na proteção contra a 

malária (75).  

 

O perfil da resposta IgG também tem grande impacto no papel protetor contra a 

infecção visto que: (i) indivíduos protegidos da malária clínica possuem altos níveis de 

anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3) contra antígenos plasmodiais; (ii) quanto maior o 

grau de proteção desses indivíduos, maior é a razão entre anticorpos citofílicos e não 

citofílicos (IgG2 e IgG4) e; (iii) anticorpos não citofílicos podem bloquear o mecanismo 

efetor dos anticorpos citofílicos (76,77,78). Em concordância com a observação de 

que os anticorpos produzidos na resposta a infecção são de particular importância, 

estudos realizados com soros de indivíduos de área endêmica mostraram que 

existem diferenças na distribuição dos isotipos de imunoglobulinas antiplasmodiais em 

crianças (não imunes) e adultos (imunes). Os adultos imunes apresentam um balanço 

favorável a anticorpos citofílicos, IgG1 e IgG3, ao passo que nos indivíduos não 

imunes os anticorpos não citofílicos são predominantes (78). Curiosamente, as 

especificidades dos anticorpos nas duas populações (imunes e não imunes) não são 

muito diferentes, mostrando que, provavelmente, desde cedo os indivíduos 

respondem aos antígenos corretos, mas com qualidades de anticorpos diferentes. De 

fato, anticorpos não citofílicos além de não mediarem proteção, competem pelos 

mesmos sítios que anticorpos citofílicos protetores e, estando predominantes, têm um 

efeito bloqueador dos mecanismos de proteção, como o ADCI. 

 

Alguns estudos também têm demonstrado respostas IgM contra antígenos 

plasmodiais em populações expostas à malária e que essas respostas podem estar 

associadas a proteção contra a malária clínica (79,80). Um trabalho realizado na 

África Ocidental mostrou que o grupo étnico chamado Fulani é resistente a malária e 

apresenta uma maior amplitude e magnitude de anticorpos IgM específicos para 

antígenos de P. falciparum quando comparado ao grupo mais susceptível Dogon, 

enquanto não houve diferença na resposta IgG específica  quando os dois grupos 

foram comparados (81). Estudos mais recentes mostraram que anticorpos IgM 

específicos contra antígenos de P. falciparum e de P. vivax podem mediar a fixação 

do complemento (82,83), e que IgM de indivíduos com previamente infectados pode 
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inibir a invasão de merozoito de P. falciparum no eritrócito in vitro na presença de 

complemento (82,83). Além disso, anticorpos IgM anti-merozoítos foram 

correlacionados com a proteção contra a malária em um estudo longitudinal com 

crianças (83). Esses dados demonstram que os anticorpos IgM também podem 

participar da proteção conta a malária.  

 

O processo de invasão do merozoíto no interior do eritrócito envolve múltiplos 

passos, desde a ligação inicial, reorientação apical, até a formação de uma estreita 

junção seguida da entrada do merozoíto no eritrócito. Estão envolvidos nesse 

processo de invasão as Proteínas de Superfície de Merozoítos (MSPs), assim como 

outros antígenos que se ligam ao eritrócito (84,85,86). Esses antígenos, que ficam 

expostos ao sistema imune, são promissores candidatos a uma vacina 

antimerozoítos, pois os anticorpos têm o potencial de bloquear a infecção e conferir 

proteção (87). Recentes estudos têm mostrado que anticorpos contra esses antígenos 

de merozoítos são funcionais in vivo inibindo a invasão de merozoítos no eritrócito, 

opsonizando merozoítos por fagocitose e bloqueando o desenvolvimento intracelular 

do parasito (88-91) . Estes estudos sugerem que a imunidade protetora contra a 

malária está associada a resposta anticorpo específica contra  antígenos presentes 

na superfície de merozoítos e a identificação desses antígenos alvos de uma resposta 

imune protetora é de fundamental para o desenvolvimento de uma vacina 

antimalárica. 

1.5 A busca por uma vacina contra o P. falciparum 

 

As estratégias de controle da malária envolvem, principalmente, o combate ao 

vetor e o diagnóstico e o tratamento oportuno. Contudo, esforços em controlar a 

malária têm sido frustados pela biologia complexa do parasito e de seus vetores 

invertebrados, a existência de linhagens resistentes a drogas disponíveis (Mulenga et 

al, 2005), bem como estratégias sofisticadas de evasão do sistema imune durante o 

estágio intraeritrocítico. Dessa forma, a busca por uma vacina antimalárica se torna a 

estratégia mais viável para substancialmente reduzir a morbidade e mortalidade 

dessa doença e caminhar para uma possível eliminação da malária no mundo (92-

97). 
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Atualmente, mais de 70 formulações, de vacina contra P. falciparum estão 

sendo testadas, e, 23 desta encontram-se em fase clínica (98). Uma vacina eficaz e 

segura contra a malária poderá ser uma importante ferramenta para combater a 

enorme carga socioeconômica causada pela malária (99). Uma vacina que possa 

prevenir a infecção humana e também a transmissão do humano ao mosquito poderá 

reduzir a morbidade e a mortalidade da malária e, eventualmente, acelerar a 

erradicação da malária global (100). Os parasitos têm um ciclo de vida complexo tanto 

no hospedeiro vertebrado quanto no hospedeiro invertebrado. Durante seu ciclo 

evolutivo, os plasmódios passam por diferentes estágios de desenvolvimento, 

expressando uma variedade de antígenos característicos de cada fase, capazes de 

induzir respostas imunes distintas (88,89). Essa complexidade gera um grande 

número de antígenos candidatos a compor uma vacina antimalárica capaz de induzir 

uma resposta imune protetora. Além disso, a recombinação homóloga que ocorre na 

gametogênese também pode ocasionar no aumento significativo de variabilidade 

genética da progênie facilitando a evasão do parasita do sistema imunológico do 

hospedeiro (90,101). Por issso, diferentes braços do sistema imune são requeridos 

para os diferentes estágios do parasito (102).  

 

As vacinas da malária são classificadas pelo estágio-alvo de desenvolvimento 

do parasito: vacina contra estágio pré-eritrocítico, vacina contra estágio eritrocítico 

assexual e vacina contra estágio eritrocítico sexual (vacina bloqueadora de 

transmissão) (103,104).  

 

O primeiro alvo é o estágio pré-eritrocítico, no qual os esporozoítos viajam pelo 

sangue até infectarem e se multiplicarem nos hepatócitos. O propósito do 

desenvolvimento de uma vacina contra as formas pré-eritrocíticas é impedir a 

penetração do esporozoíto no hepatócito e o desenvolvimento intracelular do parasito 

e, assim, inibir a liberação dos merozoítos e a consequente invasão nos eritrócitos 

através de uma resposta de anticorpos que impediria a migração dos esporozoítos até 

o fígado e a penetração no hepatócito, ou de células T que destruiriam os hepatócitos 

infectados (104,105). Tais vacinas poderiam prevenir tanto o desenvolvimento da 

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

quanto à transmissão da malária, já que não haveria a formação de gametócitos.  
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O segundo alvo para candidatos vacinais é o estágio eritrocítico, que se inicia 

com a ruptura dos hepatócitos e consequente liberação dos merozoítos na corrente 

sanguínea, sendo a única etapa do ciclo responsável pelos sintomas da malária (105). 

Esta vacina poderia impedir a penetração de merozoítos nas hemácias, o 

desenvolvimento intraeritrocitário do parasito, a ruptura do eritrócito parasitado e a 

consequente liberação dos merozoítos nas hemácias e a adesão de hemácias 

parasitadas ao endotélio vascular, implicada no desenvolvimento de malária cerebral. 

Espera-se que uma vacina contra o estágio eritrocítico seja capaz de conter ou até 

mesmo prevenir o processo da doença através da diminuição da carga parasitária, 

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

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

endoteliais, promovendo a opsonização de merozoítos e a fagocitose de eritrócitos 

infectados (105,106).  

 

O terceiro alvo são as formas sexuadas do parasito, gametas, zigotos e 

oocinetos, compondo as chamadas vacinas bloqueadoras de transmissão. Essa 

modalidade visa a interrupção da transmissão parasitária entre humanos e o inseto 

vetor através da indução de anticorpos contra antígenos presentes nos estágios 

sexuais do parasita (107). Os anticorpos seriam ingeridos pelo mosquito no momento 

do repasto sanguíneo e impediriam o desenvolvimento parasitário dentro do intestino 

da fêmea do mosquito prevenindo a fertilização e a transição do oocineto a oocisto, 

interrompendo a geração seguinte das infecções de esporozoítos. Uma vacina com o 

objetivo de induzir uma resposta imune contra as formas sexuais não seria capaz de 

proteger o indivíduo vacinado de adquirir uma infecção, mas impede que o parasito se 

desenvolva no vetor, havendo a diminuição do número de mosquitos infectantes 

circulando em uma área e, consequentemente, a diminuição ou bloqueio da 

transmissão em uma determinada comunidade, como outras vacinas fazem através 

da imunidade de rebanho. Esse tipo vacina também é chamado de “vacina altruísta” 

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

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

população para efetivamente bloquear a transmissão (106,107).  

 

Outra abordagem é a vacina contra toxinas, as denominadas vacinas 

antidoenças, visto que não agem sobre o desenvolvimento do parasito, somente nas 

manifestações clínicas. Uma vacina capaz de bloquear as toxinas liberadas pelos 
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parasitos poderia minimizar ou até mesmo evitar os sintomas da malária e, 

consequentemente, os casos mais graves da doença. No entanto, esse tipo de vacina 

deve ser utilizado numa estratégia conjunta com uma vacina antiparasitária, pois o 

aumento da parasitemia, mesmo na ausência dos sintomas clínicos podem levar 

consequências graves ao indivíduo que contraia a infecção (73). 

 

Os primeiros indícios de que o desenvolvimento de uma vacina antimalárica 

seria possível partiu de experimentos realizados por Nussenzweig e colaboradores na 

década de 1960 demonstraram que camundongos imunizados com esporozoítos 

irradiados desenvolviam imunidade protetora contra o desafio com esporozoítos não 

irradiados (107). Isso foi observado em primatas desafiados com P. knowlesi (108) e 

em humanos com P. falciparum e P. vivax (109). Entretanto, a utilização de 

esporozoítos irradiados para vacinação em massa era inviável até pouco tempo atrás 

(110), visto que para a realização de ensaios de ampla magnitude eram necessários 

que um grande número de esporozoítos fossem dissecados das glândulas salivares 

dos mosquitos, purificados, criopreservados e, subsequentemente, administrados. 

Com os avanços tecnológicos, em 2010, a empresa Sanaria introduziu uma 

plataforma tecnológica que envolve a colheita de esporozoítas das glândulas salivares 

de mosquitos assépticos infectados por parasitas cultivados em laboratório, seguida 

de purificação, envasamento e criopreservação no nitrogênio líquido. Esse 

desenvolvimento viabilizou a utilização de esporozoítos irradiados como vacina.  

Idealmente, uma vacina deverá prevenir os primeiros estágios do 

desenvolvimento do parasito, interrompendo os demais estágios e prevenindo a 

transmissão e, nesse caso, as vacinas dirigidas contra antígenos expressos no 

estágio pré-eritrocítico são consideradas mais efetivas que outros estágios do parasito 

(99,101). Entretanto, esta abordagem requer o bloqueio de 100% visto que se um 

único parasito invadir o fígado, se desenvolver e for liberado em circulação poderia 

causar doenças (111).  Assim, vários antígenos tem sido identificados e considerados 

como candidatos a entrarem na composição de uma vacina antimalárica 

individualmente ou em conjunto com outros candidatos vacinais do memo estágio ou 

diferentes estágios de desenvolvimento do ciclo (vacina multi-estágio).   

 

Para melhor compreensão da descrição dos antígenos plasmodiais candidatos 

a vacina, cabe fazer um breve detalhamento dos ensaios clínicos vacinais. Os 

ensaios clínicos vacinais avaliam a segurança e eficácia de uma candidata a vacina e, 
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são divididos em quatro diferentes fases: I, II, III e IV (112). Durante a Fase I a 

inocuidade e imunogenicidade da formulação são avaliadas, assim como o tipo de 

resposta imune induzida e as doses e intervalos a serem utilizados (112). Nessa fase, 

a formulação é administrada em poucos indivíduos residentes de áreas não 

endêmicas (Fase Ia) ou previamente expostos a malária residentes em áreas 

endêmicas (Fase Ib) (113). Se a formulação for segura, segue para os ensaios 

clínicos de Fase II, onde a eficácia da vacina contra a infecção ou doença é avaliada. 

A Fase II é dividida em Fase IIa e IIb. Na Fase IIa indivíduos residentes em áreas não 

endêmicas, sem exposição previa a malária, após imunização, são desafiados através 

da picada de mosquitos de laboratório carreando esporozoítos em suas glândulas 

salivares e sua eficácia é avaliada pela capacidade do indivíduo evitar ou retardar a 

infecção. Ao primeiro sinal de infecção, os voluntários são rapidamente tratados com 

antimaláricos. Na Fase IIb, um limitado número de indivíduos residentes em áreas 

endêmicas é exposto ao desafio natural após imunização e sua eficácia é avaliada 

pela capacidade dos indivíduos evitarem a infecção ou possuírem menos infecções, 

em um determinado período, em relação a um grupo controle não vacinado (114). As 

candidatas vacinais que obtiverem sucesso nessa fase seguem para os ensaios 

clínicos de Fase III. Durante a Fase III a eficácia é avaliada em larga escala. Nessa 

fase, uma determinada população de área endêmica é imunizada e a eficácia da 

vacina é avaliada pela porcentagem da redução na incidência (de doença ou 

infecção) em relação a uma população não vacinada vivendo sob as mesmas 

condições epidemiológicas (113,114). A eficácia de uma vacina pode variar em 

diferentes cenários epidemiológicos, assim se torna necessário a realização de 

ensaios clínicos em diferentes regiões, evidenciando a segurança e eficácia para 

licenciamento da vacina (114). A Fase IV envolve o monitoramento de segurança, 

eficácia e longevidade da proteção (114). Nessa fase, a vacina será administrada em 

populações maiores, provavelmente associada a outras vacinas, para possíveis 

interferências serem avaliadas de maneira apropriada.  

 

Dentre as vacinas candidatas no estágio pré-eritrocítico, a RTS,S/AS01 

(Mosquirix TM) é a que está em estágio mais avançado (115). A RTS,S é a primeira 

vacina de malária a ser testada em ensaios clínicos de fase III e foi recentemente 

recomendada pelo OMS para uso generalizado em crianças na África Subsaariana e 

em outras regiões com transmissão moderada a alta de P. falciparum (116). A RTS,S 

é um antígeno recombinante composto da sequência conservada das cepas de 



23 

laboratório 3D7 de P. falciparum, que consiste na porção “R” (Repeat), que é uma 

simples cadeia de polipeptídeos que corresponde ao tandem altamente conservado 

da sequência de CSP do tetrapeptídeo na região repetitiva central (constituída por 

repetições dos aminoácidos Asparagina, Alanina, Asparagina, Prolina - NANP – 

epítopo imunodominante de célula B) e a porção “T” (T-Cell epitope) da região C-

terminal (incluindo epítopos de célula T) da CSP fusionada a região N-terminal do 

antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg), o “S” (Surface) e uma porção 

HBsAg livre, expressos em Saccharomyces cerevisie (117). A segunda porção “S” 

não é fusionada ao HBsAg. A sequência proteica da CSP fundida ao vírus da Hepatite 

B atua como uma matriz para transportar antígenos centrais de repetição da região 

CS e um adjuvante, o AS01, que é um lipídio monofosforil A e o saponin QS21 de 

Quillaja saponaria (115). A  RTS,S/AS01 induziu uma forte resposta do anticorpo IgG 

contra a região conservada repetitiva da proteína CS e uma potente resposta da 

célula T (CD4+). Porém, a imogenicidade é de vida curta e precisa de uma  dose 

adicional de reforço. A RTS,S demonstrou uma prevenção de 35% e 49% para 

episódios de malária clínica e malária severa, respectivamente, ambos de curta 

duração em áreas de alta endemicidade de malária (104,115,116,117). Apesar da 

modesta eficácia da vacina, ela foi capaz de prevenir de 6% a 30% a mortalidade de 

crianças com menos de 5 anos em áreas endêmicas, com significante benefício de 

saúde pública e custo-efetividade em áreas de alta prevalência (104). Estudos de 

implantação piloto estão em andamento em Ghana, Kenya e Malawi, com a inclusão 

no calendário de vacinação em bebês, incluindo uma quarta dose de reforço 18 

meses após a terceira dose (115).  

 

Outra vacina baseada no estágio pré-erirocítico do P. falciparum é a vacina 

composta por esporozoíta atenuados denomidada PfSPZ. Os esporozoítas são 

atenuados por diferentes abordagens para preparar o produto candidato a vacina: 

atenuação da radiação (chamada Vacina PfSPZ), atenuação química obtida in vivo 

pela administração concomitante de drogas antimaláricas (chamada PfSPZ-CVac 

para vacinação quimioprofilática), ou atenuação genética pela deleção dos genes 

necessários para completar o desenvolvimento hepático (chamada PfSPZ-GA1 para o 

primeiro candidato PfSPZ geneticamente atenuado (NCT03163121)). Ensaios clínicos 

demonstraram que a imunização com esporozoítos atenuados irradiados induziu altos 

níveis de proteção estéril (80%) em ensaio controlado de infecção com malária 
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humana (CHMI) com parasitos homólogos (118-121) e que quatro doses conferiram 

55% de proteção estéril, até 14 meses após a última imunização (108).  

 

Outra estratégia vacinal para este estágio inclui a ME-TRAP (multiple epitope 

thrombospondin-related adhesion protein), que consiste numa fusão de epítopos de 

Célula B, Célula T CD4 e CD8 de diversos antígenos pré-eritrocíticos de P. falciparum 

fusionados ao alelo T9/96 da TRAP, codificada nos vetores Adenovírus simiano 

sorotipo 63 (ChAd63) e vírus vaccínia Ankara modificado (MVA). Essa vacina se 

mostrou segura e imunogênica, capaz de induzir resposta celular em indivíduos sem 

histórico de malária (122,123) e uma eficácia de 67% contra a infecção malárica, 

entretanto essa proteção foi parcial.  

 

Outros candidatos vacinais de estágio pré-eritrocítico vêm sendo estudados e 

testados. Um novo antígeno, a proteína de célula transversal para oocinetos e 

esporozoítos (CelTos) tem sido identificado como uma proteína essencial para ser 

transversal, tanto em mamíferos quanto em mosquitos e, em murinos, vem induzindo 

completa proteção estéril contra esporozoítos (73,124,125). Os antígenos do estágio 

hepático – 1 (LSA), LSA-2, LSA-3 também foram incluídos como candidatos vacinais. 

Estudos mostraram que imunização com LSA-1 foi segura e imunogênica e provocam 

altos títulos de anticorpos específicos e de IFN-gama e IL-2 CD4+ T. Ensaios clínicos 

da vacina LSA-1 vem sendo investigado e LSA-3 tem sido objeto de estudo em 

ensaios pré-clínicos (126). 

 

As vacinas do estágio eritrocítico provocam respostas anti-invasão e 

antidoenças (73). A aquisição de anticorpos no soro contra merozoítos e eritrócitos 

infectados estão associados com a reduzida susceptibilidade a malária. Atualmente 

diversos antígenos de fase eritrocítica compõem vacinas que estão sendo utilizada 

em ensaios vacinais. Uma dessas vacinas é a GMZ2, que contêm fragmentos das 

proteínas GLURP e MSP-3 de P. falciparum. A GLURP é expressa durante todo o 

estágio de desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado enquanto a MSP-3 

é expressa nos merozoítos.  Ensaios clínicos têm demonstrado que a GMZ2 é bem 

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

após imunização são específicos e funcionais, capazes de controlar o crescimento in 

vitro de P. falciparum em presença de monócitos (127,128). Além disso, foram 

demonstrados alta prevalência e títulos de anticorpos naturalmente adquiridos contra 
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a GMZ2 e seus componentes em indivíduos residentes em área de alta endemicidade 

de malária na África (129,130). Ensaios clínicos tem demonstrado a baixa eficácia de 

GMZ2, entretanto, pode ter um grande impacto no combate a malária, principalmente 

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

 

Outra candidata a vacina antimalárica contra fase eritrocítica é a MSP3-LSP 

que está atualmente, está em ensaios clínicos de Fase IIb. A MSP3-LSP é derivada 

da região C-terminal da Proteína-3 de Superficie do Merozoíto. Essa candidata 

vacinal demonstrou ser segura e imunogênica em indivíduos sem histórico de malária 

(136), adultos semi-imunes e crianças residentes em áreas endêmicas. Ensaios 

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

e IgG3), capazes de inibir o crescimento do parasito in vitro e in vivo (127,133-136). 

 

Algumas proteínas de superfície de merozoíto têm sido identificadas como alvo 

dos anticorpos que inibem a invasão no eritrócito e são consideradas candidatas a 

vacina. Essas incluem as Proteínas de Superfície de Merozoíto-1 (MSP-1), MSP-2 e 

MSP-3, Antígeno Rico em Serina (SERA), Antígenos de Ligação ao Eritrócito, 

Antígeno de Superfície de Eritrócito infectado com Anel (RESA) e Antígeno de 

Membrana Apical (AMA1). A imunização de crianças com a proteína AMA-1 em 

adjuvante ASO mostrou uma eficácia cepa-específica de 60% (84). Outro estudo 

mostrou que a imunização com AMA-1 em associação com a Proteína RON2L 

(Rhoptry neck protein 2) melhora a imunogenicidade de alguns epítopos preservados 

de AMA1 (85,136). Outro ensaio clínico de fase 1 utilizando a MSP-1 com o 

adenovírus de chimpanzé recombinante (ChAd63) e o vetores baseados no vírus da 

vacina modificada (MVA) induziu resposta anticorpo específica contra PfMSP1 

(122,136,137). Outra candidata a vacina contra fase sanguínea atualmente é a PfRh5, 

parte de uma família de proteínas conhecidas como Proteína Homologa de Ligação 

ao Reticulócito, uma proteína merozoíta essencial para a invasão nos eritrócitos. A 

primeira geração desta vacina está sendo testada em ensaios clínicos em Oxford e 

Tanzânia e estudos mostraram que anticorpos contra PfRH5 neutralizam merozoítos 

in vitro e parecem ser cepa transcendente (138). Um outro antígeno promissor é o 

Schizont Egress Antigen-1 (SEA-1), um antígeno do parasito expresso nas células 

eritrocíticas infectadas por esquizonte, que é essencial para a ruptura no estágio 

eritrocítico. Anticorpos contra PfSEA-1 estão associados com a redução da malária 
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grave. Não se sabe ainda se anticorpos antiPfSEA poderão também bloquear a saída 

do esquizonte (72). 

Acredita-se que os casos de fatalidade ocasionados pela doença resulte em 

parte das reações patológicas induzidas por toxinas liberadas pelo P. falciparum por 

ocasião da ruptura dos eritrócitos ao final do ciclo eritrocítico. Assim, anticorpos contra 

essas toxinas também podem proteger contra a doenca induzida pelo P. falciparum. 

Imunização com sintéticos de Glicosilfosfatidilinositol (GPI) produz anticorpos anti-GPI 

capazes de neutralizar GPI resultando na sobrevivência do indivíduo (139,140). 

Os principais antígenos candidatos a vacina bloqueadora de transmissão são 

Pfs230 e Pfs48/45, antígenos cuja expressão se inicia no gametócito intracelular no 

hospedeiro vertebrado, e Pfs25 e Pfs28, antígenos cuja expressão se inicia no 

gametócito extracelular no hospedeiro invertebrado. O antígeno de oocineto Pfs25 

expresso em S. cerevisiae tem mostrado uma moderada imunogenicidade e níveis 

subótimo de atividade bloqueadora de transmissão em ensaios clínicos de Fase Ia 

(141-143). Um dos problemas enfrentados na abordagem com vacinas bloqueadoras 

de transmissão é a ausência de reforço natural seguido a imunização, o que poderia 

limitar a sua eficácia (142,143). 
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Tabela 1. Principais antígenos plasmodiais candidatos à vacina antimalárica 
ALVOS ANTÍGENOS CANDIDATOS 

Esporozoítos Proteína Circumesporozoíta (CSP) 

Proteína adesiva relacionada com a trombospondina (TRAP) 

Antígeno de esporozoíto e do estágio hepático (SALSA) 

Proteína de esporozoíto rica em treonina e asparagina 

(STARP) 

Proteína de travessia celular de oocinetos e esporozoítos 

(CelTOS) 

Estágio pré-

eritrocítico 

CSP 

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

SALSA 

STARP 

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

Antígeno 175 de ligação à hemácia (EBA) -175 

Antígeno da membrana apical (AMA) -1 

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

Antígeno de repetição acidobásico (ABRA) 

Proteína de ligação ao Duffy (DBL) P. vivax 

Estágio 

eritrocítico 

Antígeno de superfície da hemácia fase de anel (RESA) 

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

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

Proteína rica em glutamato (GLURP) 

Toxinas Glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

Estágio 

sexuado 

Ps25, Ps48/45, Ps230 

Fonte: Adaptado de Baptista (135) (2017) 

 

Embora muitos antígenos tenham sido identificados como alvos vacinais e 

tenham sido testados em ensaios pré-clínicos e clínicos nenhum deles gerou uma 

perspectiva sólida de que uma vacina eficaz e de efeito duradouro possa estar 

disponível nos próximos anos (144-146), tornando, assim, importante a busca de 

novos candidatos vacinais. Nesse contexto, as Proteínas de Superfície do Merozoíto 

de Ligação 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 superfície de merozoíto e as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

 

Os merozoítos representam um importante alvo vacinal porque estão expostos 

ao sistema imune do hospedeiro antes da invasão no eritrócito. O contato inicial entre 

o merozoíto e o eritrócito é um passo crucial, pois o parasito deve distinguir entre os 

eritrócitos competentes para invasão e outros tipos de célula (147-149). Assim, vários 

antígenos expostos na superfície do merozoíto tem sido caracterizado visando uma 

melhor compreensão do ciclo evolutivo do Plasmodium e a identificação de antígenos 

que possam ser caracterizados com os alvos vacinais (150,151). 

 

A superfície do merozoíto é constituído principalmente por proteínas ancoradas 

por Glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo a Proteína de Superfície do Merozoíto (MSP) 

-1 a mais abundante (152,153). A MSP-1 é sintetizada no estágio esquizonte como 

um precursor de aproximadamente 195 kDa. Ao final da esquizogonia, a MSP-1 é 

clivada proteolíticamente dando origem a polipeptídios de tamanhos variados. Alguns 

desses polipeptídios se associam a outras proteínas da superfície do merozoíto, como 

a MSP-7 e a MSP-6, e formam um complexo não covalente que é transportado para a 

superfície (153,154). Esse complexo consiste em 4 polipeptídios de MSP-1 clivados, 

que são nomeados de acordo com o seu peso molecular: um fragmento de 83 kDa 

(MSP-183), dois fragmentos de 30 e 38 kDa (MSP-130 e MSP-138) e um fragmento de 

42 kDa (MSP-142). Após a liberação dos merozoítos na corrente sanguínea, ocorre um 

segundo processamento, no qual o polipeptídio 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 sanguínea ao passo 

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

(155). 

Acredita-se que a MSP-1 tenha papel importante na invasão do merozoíto no 

eritrócito, visto que o receptor do fragmento MSP-119 é a Banda 3, uma proteína 

abundantemente presente na membrana do eritrócito (154). Adicionalmente, o 

fragmento MSP-183 interage com a glicoforina A (GPA) que também é abundante na 

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

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

no momento inicial da invasão (155). 
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Outras proteínas de superfície de merozoíto não apresentam domínio 

transmembrana aparente ou motivos ancorados de GPI, presumindo-se que estejam 

associadas extrinsecamente pela ligação direta com proteínas na superfície do 

parasito (Figura 7). Entre as proteínas que não possuem ancoramento por GPI ou 

domínio transmembrana estão membros da família MSP-3 (155,156).  

 

A família MSP3 consiste em um grupo de antígenos codificados por genes no 

cromossomo 10. Os membros da família MSP-3 são caracterizados por um domínio 

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

terminal, que contém uma região rica em ácido glutâmico seguida de uma sequência 

Leucine Zipper-Like (LLZ). A região SPAM é conservada entre os membros da família 

e em isolados de campo, resultando na indução de anticorpos com reatividade 

cruzada (152).  

 

Dois membros da família MSP3 apresentam características que os diferenciam 

do resto das proteínas dessa família. Além do domínio C-terminal SPAM, eles 

possuem uma região rica em cisteína, o domínio Duffy Binding-Like (DBL). Da mesma 

forma que a Proteína de Ligação Duffy em P. vivax e que Erythrocyte Binding Antigen-

175 (EBA-175), EBA-140 e EBA-181 em P. falciparum, antígenos que se ligam a 

receptores sobre eritrócito e medeiam a invasão, a DBL de MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

pode se ligar a receptores desconhecidos na superfície de eritrócito, sugerindo seu 

papel no processo de invasão (157,158). Essas duas proteínas estão colocalizadas 

no estágio esquizonte maduro num modelo de “cacho de uvas” (156) consistente com 

sua presença sobre a superfície do merozoíto, e foi observado que MSPDBL-1 estava 

localizada sobre a superfície de merozoíto e MSPDBL-2 tem localização similar, 

embora apareça mais concentrado na região final apical (156-158). As proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são parte de um amplo complexo de MSP1. Elas se ligam 

diretamente a superfície do eritrócito, demonstrando que o complexo MSP-1 atua 

como uma plataforma que mostra estas duas proteínas sobre a superfície de 

merozoítos para se ligar a receptores de eritrócitos e realizar invasão (158,159) 

(Figuras 7, 8). Estudos sugerem que os ligantes de invasão, assim como antígenos 

expressos na superfície do merozoíto 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 interação com o eritrócito durante a invasão. Fonte: Lin (154) (2014). 
                       

 

 

MSPDBL 1 

      

N-terminal - DBL                                                                         C-terminal - 

SPAM 

 

 

 

MSPDBL 2 

      

N-terminal - DBL                                                                              C-terminal - 

SPAM 

Figura 8. Representação esquemática das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. 
Criado pela autora adaptado do artigo Tetteh (156). 
 

 

Análises de população genômica revelaram muitos polimorfismos em ambos os 

genes, principalmente nos domínios DBL, consistente com o fato desses genes 

estarem sob forte seleção balanceadora, tipo de seleção que mantém diferentes 

alelos dentro de uma população, um indicativo de que essas proteínas estejam 

sofrendo intensa pressão imunológica, concordante com a sua presença na superfície 

do merozoíto (159).  Muitas dessas mutações são dimórficas in natura, com, 

aproximadamente 10-20% dos aminoácidos mutantes envolvendo uma mudança na 

polaridade. Apesar desses altos níveis de diversidade, estudos recentes revelam que 

anticorpos específicos para o domínio DBL de MSPDBL-2 são adquiridos 
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naturalmente e estão associados com a redução do risco da malária. Recentemente, 

foi demonstrado que polimorfismos de nucleotídeos simples (SNP) na região DBL de 

MSPDBL-2 está associado com o aumento da resistência ao holofantrina, mefloquina 

e lumefantrina (160,161).  

 

Embora essas proteínas apresentem um perfil polimórfico, estudos realizados 

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

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

clínica, contra altas parasitemias e são capazes de inibir o crescimento do P. 

falciparum in vitro, sugerindo um importante papel na imunidade antimalárica (157-

159). 

 

Considerando as diferenças genéticas entre os parasitos circulantes e a 

população exposta, avaliar a reposta imune contra as proteínas MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 em populações residentes em áreas endêmicas brasileiras de malária, 

com diferentes cenários epidemiológicos, podem gerar dados que ressaltem o 

potencial dessas proteínas como candidatas a vacina antimalárica. 

 

1.7 Justificativa 

 

As proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estão presentes na superfície dos 

merozoítos e participam do processo de invasão no eritrócito. Estudos realizados em 

áreas de alta endemicidade de malária mostraram que essas proteínas podem 

participar do processo de imunidade antimalárica visto que anticorpos contra as 

proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estão associados com proteção contra malária 

clínica e que esses anticorpos naturalmente adquiridos são capazes de inibir o 

crescimento do P. falciparum in vitro. Considerando que os parasitos que circulam no 

Brasil e as populações expostas podem apresentar características genéticas 

diferentes de outras áreas endêmicas, é importante a realização de estudos que 

possam contribuir para um melhor entendimento da resposta imune naturalmente 

adquirida para os antígenos candidatos a compor uma vacina antimalárica, visto que 

a eficácia de uma vacina pode variar em diferentes cenários epidemiológicos. 
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No presente trabalho, propomos avaliar o perfil da resposta imune humoral 

contra as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de P. falciparum em indivíduos 

naturalmente expostos residentes em áreas endêmicas brasileiras de malária com 

diferentes níveis de endemicidade. Esse é o primeiro trabalho que avalia a resposta 

imune naturalmente adquirida contra as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em áreas 

endêmicas brasileiras de malária.  
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o perfil da resposta imune humoral contra as proteínas MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 de P. falciparum em populações naturalmente expostas à malária da 

Amazônia Brasileira.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Estudar a resposta anticorpo dirigida às proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

de P. falciparum em residentes de áreas endêmicas brasileiras de malária. 

  

• Avaliar a relevância das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 no processo de 

aquisição de uma imunidade antimalárica, pela análise das classes e subclasses de 

anticorpos e pelos dados clínicos e epidemiológicos.  

  

• Identificar os epítopos B imunodominantes das proteínas MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 de P. falciparum nas populações estudadas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Descrição das áreas estudadas 

 

O estudo foi realizado em cidades pertencentes aos estados do Amazonas e do 

Acre. O estado do Acre está localizado no sudoeste da Amazônia e ocupa uma área 

de 164.221,36 Km2 e essa extensão territorial corresponde a 4% da região Amazônica 

Brasileira e a 1,9% do território nacional. O estado do Amazonas está situado na 

região norte é o estado de maior extensão territorial e apresenta uma área de 

1.570.745,680 Km2, que representa 18,5% do território nacional. A região é 

influenciada pelo clima tropical quente e úmido, com a temperatura média 31,4º C e 

estação das chuvas no período entre dezembro e maio.  

 

Um estudo de coorte transversal foi realizado de junho a agosto de 2016 em três 

áreas endêmicas da Amazônia brasileira. Duas destas áreas, Cruzeiro do Sul 

(07º37’50’’S/72º40’13’’O) e Mâncio Lima (07º36’49’’S/72º53’47’’O) são áreas de alto 

risco situadas no Vale Juruá, estado do Acre, e correspondem, respectivamente, aos 

3º e 6º principais “hotspots” (Os pontos críticos que constituem o principal reservatório 

para a transmissão da malária residual, com maior incidência de malária do que as 

áreas vizinhas e, portanto, têm o potencial de formar ângulo para estratégias de 

intervenção bem sucedidas), entre os 17 municípios que concentram 80% da 

transmissão da malária P. falciparum em toda a Amazônia. O município de Guajará 

(02º58’18’’S/57º40’38’O), uma área de médio risco no estado do Amazonas, foi 

também incluído (Figura 9).  
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Figura 9. Destaque das áreas de Cruzeiro de Sul, Mâncio Lima e Guajará, Matos 
(162) (2019). 
 

 

 Em 2016, ano da coleta das amostras, Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará 

registraram 5447, 1432, 674 casos de malária falciparum e Incidência Parasitária 

Anual (IPA) de 85.3, 67.3, 43.3 para malária. Historicamente, a IPA de malária no 

Brasil é um indicador destinado ao monitoramento da região amazônica, enquanto 

para a região extra-amazônica utiliza-se, principalmente, o monitoramento de número 

de casos absolutos e ocorrência de surtos.  

 

3.2 Voluntários 

 

Foram coletadas 299 amostras de indivíduos de três diferentes áreas: Cruzeiro 

do Sul (AM) (n= 124), Mâncio Lima (AM) (n= 88) e Guajará (AC) (n= 87). Também 

foram coletadas amostras de indivíduos que residem nas áreas de estudo sem 

história pregressa de malária para fazer parte do grupo controle (CO) (n= 53). As 

amostras de sangue coletadas e os dados pessoais e epidemiológicos dos 

participantes da pesquisa foram consentidos por escrito pelos voluntários.  
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O trabalho de campo foi realizado com o apoio da Coordenação de Endemias de 

Cruzeiro do Sul, de Mâncio Lima e de Guajará no período de junho a agosto de 2016. 

Em Mâncio Lima, indivíduos que procuravam assistência médica no Hospital Dr. Abel 

Pinheiro Maciel Filho foram convidados a participar do estudo. Além da busca 

passiva, também foi realizada busca ativa em colaboração com a equipe de agentes 

de saúde da Unidade de Saúde da Família Sofia de Almeida Barreto. Em Cruzeiro do 

Sul foram realizadas busca ativa – em colaboração com os Agentes de Saúde – e 

passiva dos pacientes que procuravam assistência na Unidade de Saúde Gilmar 

Cândido da Silva, localizado em Lagoinha. Em Guajará, a busca foi exclusivamente 

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

 

Critérios de inclusão e exclusão dos voluntários: 

 

Critério de inclusão: 

Todos os indivíduos residentes nas localidades acima descritas que aceitaram 

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

malária. 

 

Critério de exclusão: 

 

Foram excluídos de nosso estudo populações indígenas, grupos religiosos, 

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

abaixo de 12 anos de idade. 

 

Comitê de ética 

 

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

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

46084015.1.0000.5248) (Anexo I). 

3.3 Coleta de dados pessoais e epidemiológicos 

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

busca passiva. Durante as visitas, os indivíduos foram informados sobre as formas de 
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transmissão da malária e medidas profiláticas. O projeto foi explicado ao indivíduo, 

ressaltando que a sua participação era de livre e de espontânea vontade sem prejuízo 

para seu atendimento ou tratamento. Os indivíduos que aceitaram participar do 

estudo leram e foram informados do conteúdo do termo de consentimento. Após 

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

voluntários (Anexo II) ou de seus responsáveis, caso menor de idade (Anexo III). Após 

a assinatura, todos os voluntários participaram de uma entrevista com o objetivo de 

preencher um questionário de investigação para a coleta de dados pessoais e 

epidemiológicos (Anexo IV). 

3.4 Coleta de sangue 

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

consentimento, aproximadamente 20 mL de sangue foram coletados por via 

endovenosa em tubos Vacutainer com heparina ou com EDTA (Becton & Dickinson). 

As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas antes do início do tratamento 

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

positivo de malária por P. falciparum. As amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm 

durante 10 min e os plasmas correspondentes foram aliquotados e estocados a -20C 

até o momento do uso. As amostras coletadas em tubos com EDTA foram 

criopreservadas utilizando o mesmo volume da solução criopreservadora glicerolyte 

(0.9% NaCl, 4.2% sorbitol, 20% glicerol, Sigma) e, então, estocadas a -70C até o 

momento do uso. No total, foram coletadas 352 amostras: 124 amostras de Cruzeiro 

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

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

de malária (controles de área) (Anexo V).  

3.5 Diagnóstico de malária 

 

Na ocasião da coleta foram confeccionadas lâminas de distensão sanguínea e 

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

quantificação dos parasitos circulantes por microscopia. A parasitemia foi expressa 

como o número de parasitas/μl de sangue, calculado multiplicando o número de 
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parasitas contados por 500 leucócitos e o número de leucócitos do indivíduo dividindo 

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

da coleta de sangue foram subsequentemente tratados pelo regime quimioterápico 

recomendado pelo Ministério da Saúde do Brasil. 

 

Para aumentar a sensibilidade do diagnóstico foram realizadas análises 

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

iniciadores (Genone Biotecnologies) específicos para gênero (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 extraído das amostras de sangue criopreservadas utilizando o kit 

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

instruções do fabricante. Resumidamente, 200 µL de sangue previamente 

descongelado em temperatura ambiente foram adicionados a um tubo eppendorf de 

1.5 mL com 20 µL de protease K (QIAgen) no fundo e levemente homogeneizado. Em 

seguida foram adicionados 200 µL do tampão AL (QIAgen). O tubo foi 

homogeneizado rapidamente em vórtex e incubado a 56 ºC por 10 minutos. Após a 

incubação foram adicionados 200 µL de etanol 96-100%, o tubo foi novamente 

homogeneizado por 15 segundos, e em seguida adicionado no tubo com a coluna. A 

coluna inserida no tubo foi centrifugada por 3 minutos a 8.000 rpm e a coluna foi 

removida para um novo tubo desprezando o líquido. Em seguida, foram adicionados 

500 µL do tampão AW1 (QIAgen) seguido de centrifugação por 1 minuto a 8000 rpm e 

remoção da coluna para um novo tubo. Então, foram adicionados 500 µL do tampão 

de lavagem AW2 (QIAgen) 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 µL do 

tampão AE (QIAgen) e estocado a 4 ºC até a sua utilização. 

 

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

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

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

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

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

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

PCR foram submetidas a ciclagem de temperatura específicas para cada par de 
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primer no termociclador ProFlex PCR System® (Applied Biosystems) e Veriti 96 Well 

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

reações foram utilizados um controle negativo sem DNA, um controle com DNA 

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

in vitro de P. falciparum, cepa W2). 

3.6 Proteínas recombinantes de MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

 As proteínas recombinantes correspondentes a região DBL das proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram doadas pelo colaborador Dr. Michael Theisen 

(Statens Seruminstitut, Copenhague, Dinamarca) (Figuras 10 e 11).  

 

Figura 10. Sequência de aminoácidos da proteína recombinante MSPDBL-1. Azul: 
sequência de aminoácidos do domínio DBL-1. 
 

 

 

Figura 11. Sequência de aminoácidos da proteína recombinante MSPDBL-2. 
Laranja: sequência do domínio DBL-2. 
 

DBL2 
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3.7 Predição de epítopos lineares/contínuos de célula B 

 

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

com o Dr. Rodrigo Nunes Rodrigues-da-Silva, utilizando o software BCPreds (164). As 

sequências das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram submetidas à predição de 

epítopos de células B no programa BCPreds: B-cell epitope prediction. A predição dos 

epítopos lineares de células B foi realizada em colaboração com o Dr. Rodrigo Nunes 

Rodrigues-da-Silva, utilizando o software BCPreds (165). Essa predição é baseada 

usando modelos de vetores de suporte de máquinas. Uma classe de método de 

aprendizagem de máquinas supervisionadas utilizadas para classificação e regressão. 

Foi realizada a seleção de busca por epítopos com 15 aminoácidos e todos acima do 

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

 

3.8 Síntese dos peptídeos 

 

Após uma análise consensual das ferramentas de predição in silico, três 

sequências foram identificadas como epítopos relevantes dentro da sequência de 

MSPDBL-1 e 6 sequencias foram identificados como epítopos relevantes dentro da 

sequência de MSPDBL-2. Dessa forma, as sequências foram sintetizadas por 

fluorenilmetoxicarbonil (F-moc) química de fase sólida (164,165,166) (GenOne 

Biotechnologies, Brasil). A cromatografia analítica dos peptídeos demonstrou uma 

pureza de > 95% e a análise espectrométrica de massa também indicou as massas 

estimadas para cada um deles, conforme tabela abaixo: 
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Tabela 2. Peptídeos sintetizados correspondentes aos epítopos B preditos das 
proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

Proteína Peptídeo  Estrutura Massa    estimada 

(g/mol) 

MSPDBL1 

(143-443) 

P1 AK-20 2168.49 

P2 GT-20 2364.58 

P3 KS-20 2173.41 

MSPDBL 2  

(161-457) 

P4 QY-20 2557.85 

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 Avaliação da resposta imune humoral contra as proteínas MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 e peptídeos 

 

Para a avaliação da resposta imune humoral contra as proteínas MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 foram utilizadas proteínas recombinantes correspondentes às regiões 

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 condições 

previamente padronizadas. As subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 foram avaliadas 

em todas as amostras que apresentaram anticorpos IgG para estes antígenos 

estudados. E para avaliação da resposta imune humoral contra os peptídeos para a 

pesquisa do mapeamento dos epítopos foram realizadas em todas as amostras para 

que fossem pesquisadas a reação para anticorpos IgG. 

 

Placas de 96 poços da marca Nunc Maxisorp foram sensibilizadas com as 

proteínas recombinantes e os peptídeos. Para as proteínas, as placas foram 

sensibilizadas com Carbonato/Bicarbonato e para os peptídeos 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 ºC. Após o período de incubação de cada 
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etapa a placa é lavada sempre 3x com PBS 1x- Tween 20 0,05%. Na etapa seguinte, 

o soro era diluído 1:100 em 0,5% de BSA em PBS 1x-Tween 20 0,05% e incubado 

por 1 hora a 37ºC. Na etapa seguinte, após a lavagem, o anticorpo IgG era diluído 

4µL/1000 mL (para as proteínas) e 1µL/2000 mL (peptídeos sintéticos) em 0,5% de 

BSA em PBS 1x-Tween 20 0,05% por mais uma hora. Após nova lavagem, ao término 

da incubação, a reação foi revelada com 100 µL de uma solução contendo 0,4 mg/mL 

de OPD (Sigma) em tampão de citrato-fosfato pH 5,4 (ácido cítrico 24 mM, Sigma, e 

fosfato de sódio dibásico, 51 mM, Sigma) e peróxido de hidrogênio 30%, da Merck, 

diluído 1:2000 durante aproximadamente 5 minutos. A reação foi interrompida pela 

adição de 50 µL de ácido sulfúrico 2N (Merck).  

 

A leitura da placa foi feita por meio da leitura da Densidade Óptica (DO) em 

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

os plasmas foram testados em duplicata e cada placa recebeu um controle “branco” 

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

estes últimos de indivíduos que não residem em área endêmica e nunca tiveram 

malária. Estes resultados foram analisados pelo limite mínimo de positividade (cut off), 

que foi calculado a partir da média da DO dos controles negativos mais três vezes o 

Desvio Padrão (DP). A positividade foi determinada pela razão (Índice 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 Análise dos dados epidemiológicos e estatísticos 

 

Os dados epidemiológicos e os resultados dos experimentos foram 

armazenados no banco de dados Epi-Info 6 (Centers for Disease Control and 

Prevention) e analisados utilizando os programas Epi-Info e GraphPad Instat 

(GraphPad Software, Inc). Os testes estatísticos utilizados para verificar as 

associações e correlações entre os resultados experimentais e os dados 

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

variável. Considerou-se que a diferença era significativa quando a probabilidade de 

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

 

Spearman é um método estatístico não-paramétrico de associação entre duas 

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

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

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

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

área endêmica e dados de resposta imune humoral. 

 

Teste do Qui-quadrado 

 

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

independentes, cujas proporções observadas nas diversas modalidades estão 

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

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

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

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

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

estudados.  

 

Teste de Mann Whitney 

 

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

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

existentes entre duas variáveis estudadas de indivíduos diferentes, como por 

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

parasitados e não parasitados.  

 

 

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

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

existentes, por exemplo, nos níveis de anticorpos (Índice de Reatividade) antes (Dia 

0) e 15 dias após o início do tratamento (Dia 15). 

 

           

. 
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Figura 12. Resumo esquemático da metodologia. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Avaliação dos dados clínicos e epidemiológicos do estudo 

 

Para a avaliação do perfil da resposta anticorpo contra as proteínas MSPDBL-1 

e MSPDBL-2, foram utilizadas amostras de 299 indivíduos: 124 indivíduos residentes 

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

ML) e de 87 indivíduos residentes em Guajará (Grupo GJ). Também foram utilizadas 

as amostras de 53 indivíduos residentes em áreas endêmicas sem histórico de 

malária que foram utilizadas como controles de área (grupo CO).  

 

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

nas Figuras 13 e 14 e na Tabela 3. Os dados da história pessoal e epidemiológica de 

todos os pacientes correspondem aos do início do estudo. 

 

O grupo CZS consistia em 58 (46,7%) indivíduos 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 indivíduos (98,2%) era proveniente da região 

amazônica (Figura 13) e estava residindo em área endêmica, em média, há 33 anos 

(33  15). No momento da coleta, 72 indivíduos (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 indivíduos, respectivamente. Do 

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

coleta, 25 (20,2%) estavam infectados com P. falciparum e 39 (31,4%) estavam 

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 indivíduos do grupo CZS relataram uma 

média de 10 episódios de malária (10  13) (Tabela 3), sendo que, dos indivíduos que 

relataram ter apresentado pelo menos um episódio da doença (99,2%), 67% 

relataram infecção prévia por P. falciparum e P. vivax, 23% relataram infecção prévia 

apenas por P. vivax, 10% apenas por P. falciparum.  Os indivíduos do grupo CZS 

relataram o último episódio de malária há 60 meses (60  97), sendo P. falciparum a 
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última espécie plasmodial infectante em 35% dos casos, P. vivax em 61% dos casos 

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

 

 O grupo ML consistia em 44 (50%) indivíduos do sexo feminino e 44 (50%) do 

sexo masculino (Tabela 3), com idades variando entre 13 e 88 anos (35  16). Todos 

os indivíduos eram provenientes da região amazônica (Figura 13) e estavam residindo 

em área endêmica, em média, há 35 anos (35  16). No momento da coleta, 48 

indivíduos (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 indivíduos, respectivamente. Do total, 37 indivíduos (42%) apresentavam 

parasitos circulantes no momento da coleta, 12 (13,6%) estavam infectados com P. 

falciparum e 25 (28,4%) estavam infectados com P. vivax, com média de parasitemia 

de 5600  3577 parasitos por microlitro de sangue para P. falciparum e 23294  

15507 parasitos por microlitro de sangue para P. vivax (Tabela 3). Os indivíduos do 

grupo ML relataram uma média de 13 episódios prévios de malária (13  13) (Tabela 

3). Todos os indivíduos relataram ter apresentado pelo menos um episódio da 

doença, sendo que 19% relataram infecção prévia apenas por P. vivax e 81% 

relataram infecção prévia por P. vivax e por P. falciparum.  Os indivíduos do grupo ML 

relataram o último episódio de malária há 28 meses (28  45), sendo P. falciparum a 

última espécie plasmodial infectante em 17% dos casos e P. vivax em 83% dos casos 

(Tabela 3 e Figura 14). 

 

O grupo GJ consistia em 42 (48,3%) indivíduos do sexo feminino e 45 (51,7%) 

do sexo masculino (Tabela 3), com idades variando entre 13 e 83 anos (37  17). 

Todos os indivíduos eram provenientes da região amazônica (Figura 13) e estavam 

residindo em área endêmica, em média, há 35 anos (37  17). No momento da coleta, 

21 indivíduos (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 indivíduos, respectivamente. Do total, 17 indivíduos (19,5%) 

apresentavam parasitos circulantes no momento da coleta, 6 (6,7%) estavam 

infectados com P. falciparum e 11 (12,8%) estavam infectados com P. vivax, com 

média de parasitemia de 8000  5656 parasitos por microlitro de sangue para P. 

falciparum e 10666  8326 parasitos por microlitro de sangue para P. vivax (Tabela 3). 

Os indivíduos do grupo GJ relataram uma média de 9 episódios de malária (9  10) 
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(Tabela 3), sendo que, dos indivíduos que relataram ter apresentado pelo menos um 

episódio da doença (93%), 70% relataram infecção prévia por P. falciparum e P. 

vivax, 22% relataram infecção prévia apenas por P. vivax, 8% apenas por P. 

falciparum.  Os indivíduos do grupo GJ relataram o último episódio de malária há 48 

meses (48  73), sendo P. falciparum a última espécie plasmodial infectante em 28% 

dos casos e P. vivax em 70% dos casos e infecção P. falciparum e P. vivax em 2% 

dos casos (Tabela 3 e Figura 14).  

 

O grupo CO (controle de área) consistia em 37 (69,8%) indivíduos do sexo 

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

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

amazônica (Figura 13) e estava residindo em área endêmica, em média, há 22 anos 

(22  8). Todos os indivíduos declararam nunca ter sido infectado e nenhum 

apresentava sintomatologia ou parasitos circulantes no momento da coleta.  

 

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

que os grupos CZS (P = 0.008), ML (P = 0.03) e GJ (P = 0.02) (Tabela 3). Os 

indivíduos do grupo CO apresentaram uma média de idade e de tempo de residência 

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

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

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

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

ambos).  
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Tabela 3. Principais características dos indivíduos dos grupos CZS (Cruzeiro do 
Sul), ML (Mâncio Lima) e GJ (Guajará)  

 

 

 

 

 

Cruzeiro 

do Sul 

n = 124 

Mâncio 

Lima 

n = 88 

Guajará 

 n = 87 

Total 

Idade  (anos)  

 

33  15 35  16 37  17 32  16 

Sexo Feminino 

Masculino 

           58 (46,7%) 

           66 (53,3%) 

44 (50%) 

44 (50%) 

        42 (48,3%) 

        45 (51,7%) 

            144 (48%) 

            155 (52%) 

Sintomas Cefaleia 

Febre 

Calafrio 

Artralgia 

74% 

68% 

48% 

26% 

75% 

92% 

57% 

27% 

86% 

62% 

7% 

48% 

 

      

      

Tempo de 

residência em área 

endêmica (anos)  

 33  15 35  16 37  17 32  165 

      

      

Número de 

infecções  

anteriores de 

malária 

 

 

10  13 

 

13  13* 

 

 

9  10 8  12 

 

Tempo da última  

infecção (meses) 

  

60  97 

 

28  45 

 

48  73 

 

12  78 

 

Tempo de início 

dos sintomas (dias) 

 

  

 

4  4 

 

6  14 

 

8  8 ** 

 

4  9 

 

Diagnóstico 

 

P. falciparum 

P. vivax 

 

        25 (20,2%) 

        39 (31,4%) 

 

12 (13,6%) 

25 (28,4%) 

 

          6 (6,7%) 

        11 (12,8%) 

 

       43 (14,4%) 

       75 (25,1%) 

 

Parasitemia  

(parasitos/microlitro de 

sangue) 

 

 

P. falciparum 

P. vivax 

 

16000  20092 

19142  17559  

 

 

           5600  3577 

          23294  15507 

 

 

      8000  5656 

    10666  8326 

 

 

   12761  16999 

    20083  16512 

 

** P = 0.01 ML versus CZS, P = 0.0008 ML versus GJ; * P = 0.003 GJ versus CZS, 
P = 0.003 GL versus ML. N: Número de indivíduos testados. 
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Figura 13. Procedência dos indivíduos dos grupos CZS (Cruzeiro do Sul), ML 
(Mâncio Lima), GJ (Guajará) e CO (Grupo Controle). AC: Acre; AM: Amazonas; 
MT: Mato Grosso; MG: Minas Gerais; RO: Rondônia; SP: São Paulo 
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A 

     

 

B 

      

Figura 14. Frequência de espécies plasmodiais de episódios prévios de malária 
(A) e última espécie plasmodial infectante (B). CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: 
Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; PF: P. falciparum; PV: P. vivax; PV e 
PF: P. vivax e P. falciparum. 
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4.2 Avaliação da resposta imune contra as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

 

A resposta imune contra a região DBL das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

foi avaliada em 299 indivíduos residentes em Cruzeiro do Sul (AC), Mâncio Lima (AC) 

e Guajará (AM). Independente da classe de anticorpo, verificamos que a MSPDBL-1 

foi reconhecida por anticorpos presentes nas amostras de 176 dos 299 indivíduos 

(59%) enquanto a MSPDBL-2 foi reconhecida por anticorpos presentes nas amostras 

de 160 dos 299 indivíduos (54%).  

As prevalências da resposta anticorpo das classes IgG e IgM contra as 

proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estão mostradas na Figura 15. As prevalências de 

indivíduos 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. Prevalências da resposta anticorpo das classes IgG e IgM contra as 
proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. 
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Os índices de reatividade dos anticorpos IgG e IgM que reconhecem a proteína 

MSPDBL-1 foram similares aos índices de reatividade dos anticorpos IgG e IgM que 

reconhecem a proteína MSPDBL-2. Entretanto, verificamos que os índices de 

reatividade dos anticorpos IgG anti-MSPDBL-1 foram maiores que os índices de 

reatividade dos anticorpos IgM anti-MSPDBL-1, da mesma forma que os índices de 

reatividade dos anticorpos IgG anti-MSPDBL-1 foram maiores que os índices de 

reatividade dos anticorpos IgM anti-MSPDBL-2 (MSPDBL-1: P < 0.0001; MSPDBL-2: 

P = 0.007) (Figura 16). Também verificamos que os índices de reatividade dos 

anticorpos IgG 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. Índices de reatividade dos anticorpos IgG e IgM para as proteínas 
recombinantes MSPDBL-1 e a MSPDBL-2 nos indivíduos estudados. Linhas 
sólidas indicam a média. Linha pontilhada indica o limite da positividade. 
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Figura 17. Correlação entre IgG ou IgM contra as proteínas MSPDBL-1 e 
MSPDBL-2. 
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A Figura 18 mostra a prevalência de indivíduos com anticorpos IgG1, IgG2, 

IgG3 e IgG4 nos indivíduos estudados. As prevalências de indivíduos com anticorpos 

IgG1, IgG2, IgG3 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 prevalência de indivíduos 

com anticorpos IgG1 e IgG3 foi maior que com anticorpos IgG2 e IgG4 (P < 0.0001, 

para todas as análises). Para MSPDBL2, a prevalência de indivíduos com anticorpos 

IgG1 foi maior que a prevalência de indivíduos com anticorpos IgG2 e IgG4 (P < 

0.0001, IgG1 versus IgG2; P = 0.002, IgG1 versus IgG4) e a prevalência de indivíduos 

com anticorpos IgG3 foi maior que a prevalência de indivíduos com anticorpos IgG2 

(P < 0.0001). A prevalência de indivíduos com anticorpos IgG4 anti-MSPDBL2 foi 

maior que a prevalência de indivíduos com anticorpos IgG4 anti-MSPDBL-1 (P = 

0.001). 
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* 

* 

** 

Figura 18. Prevalência de indivíduos com IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra as 
proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. * P < 0.0001, IgG1 e IgG3 versus IgG2 e IgG4. 
** P < 0.0001 IgG1 versus IgG2 e IgG4; P = 0.002 IgG1 versus IgG4. 

** 

** 
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Nossos dados também mostraram que os índices de reatividade dos anticorpos 

IgG1 contra a MSPDBL-1 foram maiores que os índices de reatividade dos anticorpos 

IgG2, IgG3 e IgG4 anti-MSPDBL-1 (P < 0.0001, para todas as análises) enquanto os 

índices de reatividade dos anticorpos IgG1 e IgG3 anti-MSPDBL-2 foram maiores que 

os índices de reatividade dos anticorpos IgG2 e IgG4 anti-MSPDBL-2 (P < 0.0001 

IgG1 versus IgG2 e IgG4; P = 0.0001 IgG3 versus IgG2; P = 0.03 IgG3 versus IgG4) 

(Figura 19).   
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MSPDBL-1 MSPDBL-2 

 

Figura 19. Índices de reatividade de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 
específicos para as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. Linhas sólidas indicam a 
media. Linha pontilhada indica limite de positividade. * P < 0.0001 IgG1 versus 
IgG2, IgG3 e IgG4.  ** P < 0.0001 IgG1 versus IgG2 e IgG4; P = 0.0001 IgG3 versus 
IgG2; P = 0.03 IgG3 versus IgG4. 
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4.3 Avaliação da resposta anticorpo contra as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

em função dos dados pessoais e epidemiológicos 

 

As principais características dos indivíduos respondedores e não respondedores 

para as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estão apresentadas na Tabela 4. Não 

observamos quaisquer associações entre a resposta anticorpo para as proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e idade, sexo, tempo de residência em área endêmica de 

malária, número de infecções anteriores de malária, sintomas, a presença ou a 

ausência de parasitas no sangue ou a parasitemia, espécie infectante ou última 

espécie plasmodial infectante (P > 0.05, para todos). Entretanto, observados que os 

indivíduos respondedores para MSPDBL-1 apresentavam maior tempo desde a última 

infecção que os indivíduos não respondedores (P = 0.02). Também observamos uma 

correlação negativa entre os índices de reatividade dos anticorpos IgG2 contra a 

MSPDBL-2 e o número de infecções anteriores de malária (P = 0.005; r = - 0.2548) e 

entre os índices de reatividade dos anticorpos IgG1 e IgG2 contra a MSPDBL-2 e o 

tempo da última infecção (IgG1: P = 0.007; r = 0.2749. IgG2: P = 0.02; r = 0.2273). 

Entretanto, quando separamos os indivíduos por grupos de indivíduos não 

infectados, indivíduos parasitados com P. vivax e indivíduos parasitados por P. 

falciparum, observamos maiores índices de reatividade dos anticorpos IgG e  IgG1 

contra as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos indivíduos infectados por P. 

falciparum (Figura 20) (MSPDBL1: P = 0.03, IgG não infectados versus IgG P. 

falciparum; P = 0.002, IgG P. vivax versus P. falciparum; P = 0.001, IgG1 não 

infectado versus IgG1 P. falciparum; P = 0.02, IgG1 P. vivax versus IgG1 P. 

falciparum. MSPDBL-2: P < 0.0001, IgG não infectados versus IgG P. falciparum; P < 

0.0001, P. vivax versus P. falciparum; P = 0.0002, IgG1 não infectado versus IgG1 P. 

falciparum; P = 0.003, IgG1 P. vivax versus IgG1 P. falciparum). 
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Tabela 4. Características pessoais, clínicas e epidemiológicas apresentadas 
pelos respondedores e não respondedores para as proteínas MSPDBL-1 e 
MSPDBL-2. 

                                                                                         MSPDBL-1                                                  MSPDBL-2 

 Respondedor Não respondedor Respondedor Não 

respondedor 

 

nº 176 (59%) 

 

nº 123 (41%) 

 

nº 160 (54%) 

 

nº 139 (46%) 

 

 

Idade  

  

3517 

 

3515 

 

3415 

 

3616 

 

 

Sexo 

 

Feminino 

Masculino 

 

83 (28%) 

91 (30%) 

 

60 (20%) 

63 (21%) 

 

85 (28%) 

73 (24%) 

 

58 (19%) 

81 (27%) 

 

Tempo de 

residência em 

área endêmica 

de malária 

  

3517 

 

3515 

 

3415 

 

3516 

 

Sintomas 

 

Sim 

Não 

 

72 (24%) 

97 (32%) 

 

57 (19%) 

63 (21%) 

 

68 (23%) 

84 (28%) 

 

61 (20%) 

76 (25%) 

 

Espécie 

Infectante 

P. falciparum 

 

P. vivax 

 

Não Infectado 

21 (7%) 

 

30 (10%) 

 

124 (41%) 

4 (1%) 

 

27 (9%) 

 

91 (30%) 

21 (7%) 

 

34 (11%) 

 

104 (35%) 

5 (2%) 

 

23 (7%) 

 

111 (37%) 

Nº de Infecções 

anteriores 

  

1113 

 

1112 

 

1012 

 

1113 

 

 

Tempo desde a 

última infecção 

  

6092* 

 

3452 

 

4987 

 

4969 

 

 

Idade e tempo de residência em área endêmica de malária: em anos. Tempo 
desde a última infecção: em meses. Idade, tempo de residência em área 
endêmica de malária, número de infecções anteriores e tempo desde a última 

infecção: média  desvio padrão. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 

 

 

 

 

 

 

 

] 

 

 

 

 

 _____________________________   ______________________________ 

                             MSPDBL-1                                                              MSPDBL-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IgG IgM IgG IgM IgG IgM

0

1

2

3

Ín
d

ic
e
s
 d

e
 r

e
a
ti

v
id

a
d

e

N
ão in

fe
ct

ado

P. v
iv
ax

P. f
alc

ip
aru

m

IgG IgM IgG IgM IgG IgM

0

1

2

3

Ín
d

ic
e
s
 d

e
 r

e
a
ti

v
id

a
d

e

N
ão in

fe
ct

ado

P. v
iv
ax

P. f
alc

ip
aru

m

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

0

2

4

6

8

Ín
d

ic
e
s
 d

e
 r

e
a
ti

v
id

a
d

e

N
ão in

fe
ct

ado

P. v
iv
ax

P. f
alc

ip
aru

m
IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

0

2

4

6

Ín
d

ic
e
s
 d

e
 r

e
a
ti

v
id

a
d

e

N
ão in

fe
ct

ado

P. v
iv
ax

P. f
alc

ip
aru

m

* * **

* 

** 

*

*

* 

*** 

*** 

**** 

**** 

Figura 20. Índices de reatividade de anticorpos contra as proteínas MSPDBL-1 e 
MSPDBl-2 em indivíduos não infectados, infectados por P. vivax ou por P. 
falciparum. * P = 0.03, IgG não infectados versus IgG P. falciparum; P = 0,002, 
IgG P. vivax versus P. falciparum; ** P < 0.0001, IgG não infectado versus IgG P. 
falciparum; P < 0.0001, P. vivax versus P. falciparum; *** P = 0.001 IgG1 não 
infectado versus IgG1 P. falciparum; P = 0.02, IgG1 P. vivax versus IgG1 P. 
falciparum; **** P = 0.0002, IgG1 não infectado versus IgG1 P. falciparum; P = 
0.003, IgG1 P. vivax versus IgG1 P. falciparum. 
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4.4 Predição de epítopos B lineares de MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

 

As sequências completas das proteínas 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 predição de: 1) polaridade e 

hidrofobicidade (DNASTAR); 2) exposição na superfície (Surface accessibility scale) 

e; 3) propensão antigênica de potenciais epítopos lineares presentes nestas proteínas 

(Bepipred), foram identificadas 3 epítopos presentes na região DBL da MSPDBL-1 e 5 

epítopos presentes na região DBL da MSPDBL-2 (Tabela 5; Figuras 21 e 22).  

 

 

Tabela 5. Epítopos de célula B identificados na região DBL das proteínas 
MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

Proteína aa 

Inicial 

aa 

Final 

Sequência 

MSPDBL-1  

(143-443) 

175 194 AVKESSTTNKGVLVPPRRTK 

396 415 GQCDKFEKEKSKYEDTKSIT 

154 173 KNVLSCPPKNSTGRNGDWIS 

MSPDBL-2  

(161-457) 

218 237 QDFRTKKKKEGDFEKFIYSY 

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 análise in silico de epítopos das MSPDBL-
1 e MSPDBL-2. Nos quadrados estão os epítopos preditos para MSPDBL-1 (A) e 
MSPDBL-2 (B). 
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MSPDBL-1 

MKKIYSIFFSLFILNLHIYIKNIKCNDLINYNDSNLRNGLLNNSLDLTNGLNNKDNSFIDSKIEEHENKSYQNKDNNISIVGQDVPITSVY

SSKIINANDLEGNSIDDTKGLSVTNSGFDDGSAFGGGLPFSGYSPLQGNHNKCPDENFCKGIKNVLSCPPKNSTGRNGDWISVAVK

ESSTTNKGVLVPPRRTKLCLRNINKVWHRIKDEKNFKEEFVKVALGESNALMKHYKEKNLNALTAIKYGFSDMGDIIKGTDLIDYQIT

KNINRALDKILRNETSNDKIKKRVDWWEANKSAFWDAFMCGYKVHIGNKPCPEHDNMDRIPQYLRWFREWGTYVCSEYKNKFED

VIKLCNIQQFTNQDDSQLLEISKKDKCKEALKHYEEWVNRRRPEWKGQCDKFEKEKSKYEDTKSITAEKYLKEICSECDCKYKDLD

NTFKEFKDNVTLLKAVIDNKKNQDSLTTTSLSTSINSVRDSSNLDQRGNITTSQGNSHRATVVQQVDQTNRLDNVNSVTQRGNNNY

NNNLERGLGSGALPGTNIITEEKYSLELIKLTSKDEEDIIKHNEDVREEIEEQQEDIEEDEEELENEGEETKEEDDEEKNETNDTEDTD

DTEDTEDIEEENKEKELSNQQQSEKKSISKVDEDSYRILSVSYKDNNEVKNVAESIVKKLFSLFNDNNNLETIFKGLTEDMTDLFQK 

P3 

P1 

P2 

 

 

MSPDBL2 

MIYILSIVFYIFFLHIDIYVNIYSTCFVVNEGNPNLRNNIINDDELKGKAYNNTIDANNQNIEYNKNLKHNVNSSHISKFSDIMDQEDKGD

NENSHDIKFEEKKNINKSLDAESNYGINEISITGNDSNSDNSNQNIFPDGSELAGGIPRSIYTINLGFNKCPTEEICKDFSNLPQCRKN

VHERNNWLGSSVKNFSSDNKGVLVPPRRQSLCLRITLQDFRTKKKKEGDFEKFIYSYASSEARKLRTIHNNNLEKAHQAIRYSFADI

GNIIRGDDMMDTPTSKETITYLEKVLKIYNENNDKPKDAKKWWTENRHHVWEAMMCGYQSAQKDNQCTGYGNIDDIPQFLRWFR

EWGTYVCEESEKNMNTLKAVCFPKQPRTEANPALTVHENEMCSSTLKKYEEWYNKRKTEWTEQSIKYNNDKINYTDIKTLSPSEY

LIEKCPECKCTKKNLQDVFELTFDGKALLEKLKKEESPVSNSVNALPEPGQITLPDPSLKQTTQQENQPVVETPVTTAVINEHQGQT

EPNKGDNNNERENHESNVGSIQEVNQGSVSEESHSKTIDPSKIDDRLELSSGSSSLEQHSKEDVKKGCALELVPLSLSDIEQIANES

EDVLEEIEEEINTDGEIEYITEEEIKEDIEEETEEDIEEETEEETEEETEEEADEETVKEIEDKPEQEIKNKSLEEKQIDKNTDTSEKKGF

NNSEKDEKARNLISKNYKNYNELDKNVHTLVNSIISLLEEGNGSDSTLNSLSKDITNLFKN 

P4

 

P5 

P6 

P6 

P7 

P7 

P8 

P9 

 

Figura 22. Epítopos preditos (em Vermelho), com a utilização do software 
BCPreds, dentro da região DBL (em azul) nas proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. 
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4.5 Mapeamento de epítopos 

A pesquisa de anticorpos IgG específicos para os epítopos das regiões DBL 

das proteínas MSP-DBL1 e MSP-DBL-2 (aqui representados pelos peptídeos 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 possuíam anticorpos IgG contra a proteína recombinante 

correspondente.  

Para a MSPDBL-1, verificamos que 41,2% (52/126) dos indivíduos não 

apresentavam anticorpos que reconheciam pelo menos um dos epítopos enquanto 

58,8% (74/126) dos indivíduos apresentavam anticorpos que reconheciam pelo 

menos um dos epítopos: 23% (29/126), 18,3% (23/126) e 17,5% (22/126) dos 

indivíduos apresentavam anticorpos que reconheciam 1, 2 e 3 epítopos 

respectivamente. Para a MSPDBL-2, verificamos que 25,2% (32/127) dos indivíduos 

não apresentavam anticorpos que reconheciam pelo menos um dos epítopos 

enquanto 74,8% (95/127) dos indivíduos apresentavam anticorpos que reconheciam 

pelo menos um dos epítopos: 26,8% (34/127), 9,4% (12/127), 9,4% (12/127), 13,4% 

(17/127), 7,1% (9/127) e 8,6% (11/127) dos indivíduos apresentavam anticorpos que 

reconheciam 1, 2, 3, 4, 5 e 6 epítopos respectivamente (Figura 23).   
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Figura 23. Número de epítopos das proteínas MSPDBL-1 (A) e MSPDBL-2 (B) 
reconhecidos pelos anticorpos dos indivíduos estudados. 

          

  

As prevalências de indivíduos com anticorpos contra os epítopos P1, P2 e P3 

da MSPDBL-1 foram, respectivamente, 38,9% (49/126), 30,1% (38/126) e 42,9% 

(54/126). Para os epítopos P4, P5, P6, P7, P8 e P9 da MSPDBL-2, as prevalências 

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 prevalências de indivíduos com 

anticorpos que reconhecem os epítopos da MSPDBL-1 e MSPDBL2 foram similares. 

Entretanto, observamos uma maior prevalência de indivíduos com anticorpos IgG que 

reconhecem os epítopos P3 da MSPDBL-1 e P4 da MSPDBL-2 quando comparada a 
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prevalência de indivíduos que reconhecem o epítopo P2 da MSPDBL-1 e P9 da 

MSPDBL-2 (Figura 24).  
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Para os epítopos da MSPDBL-1, observamos que 29,8% dos indivíduos 

apresentavam anticorpos que reconheciam os epítopos P1, P2 e P3 

simultaneamente, enquanto 18,9% dos indivíduos apresentavam anticorpos que 

reconheciam os epítopos P1 e P3 simultaneamente ou P3 individualmente (Figura 

25). Para os epítopos da MSPDBL-2, verificamos que a maiores frequências de 

ocorrência foram para os epítopos P4 individualmente (14,6%) e para os epítopos P4, 

P5, P6, P7, P8 e P9 simultaneamente (11,5%) e P8 individualmente (11,5%) (Figura 

26). 

 

 

 

 
% 

Figura 24. Prevalência de indivíduos com anticorpos contra os epítopos das 
proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. 
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Figura 25. Frequência de ocorrência de indivíduos com anticorpos IgG para os 
epítopos P1, P2 e P3 da MSPDBL-1. 
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Figura 26. Frequência de ocorrência de indivíduos com anticorpos IgG para os 
epítopos P3, P4, P5, P6, P7, P8 e P9 da MSPDBL-2. 
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Não observamos diferenças nos índices de reatividade dos anticorpos IgG 

contra os epítopos P1, P2 ou P3 da MSPDBL-1 e P4, P5, P6, P7, P8 e P9 da 

MSPDBL-2 (Figura 27). 
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Figura 27. Índice de reatividade de anticorpos IgG contra os epítopos das 
proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2. 
 

 Nenhuma correlação foi observada entre os índices de reatividade dos 

anticorpos IgG contra os epítopos das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e idade, 

tempo de residência em área endêmica de malária, tempo desde a última infecção ou 

número de infecções anteriores de malária. Também não observamos associação 

entre os índices de reatividade dos anticorpos IgG contra os epítopos das proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e a infecção por P. falciparum (Figura 28).   
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Figura 28. Índices de reatividade dos anticorpos IgG contra os epítopos das 
proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em indivíduos não infectados por P. vivax ou 
infectados por P. falciparum. 
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 5 DISCUSSÃO 

A luta contra a malária permanece como um grande desafio devido a crescente 

resistência do Plasmodium sp. aos antimaláricos e a dispersão de anofelinos 

resistentes aos inseticidas, ressaltando a importância de estratégias alternativas para 

o controle desse problema da saúde pública mundial. Nesse contexto, o 

desenvolvimento de uma vacina antimalárica eficaz, capaz de induzir resposta imune 

estéril e duradoura torna-se a melhor ferramenta para combate a essa doença e tem 

sido uma das principais prioridades de pesquisa para o enfrentamento desse 

problema.  

Como a patogenia da malária é decorrente do estágio eritrocítico do ciclo, as 

vacinas que são direcionadas ao estágio sanguíneo assexuado se tornam 

promissoras, visto que essa abordagem vacinal pode impedir a doença clínica 

diminuindo assim a sua morbidade e mortalidade. Assim, os merozoítos representam 

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

antes da invasão no eritrócito e, desse modo, vários antígenos expostos na superfície 

do merozoíto têm sido caracterizados como alvos vacinais. 

 

As proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são dois membros atípicos da família 

PfMSP-3 e são expressas na superfície do merozoíto e se associam perifericamente 

com outras MSPs para a formação de um complexo na superfície do merozoíto. 

Embora a sua função biológica ainda não tenha sido completamente elucidada, elas 

apresentam um papel na ligação do merozoíto com o eritrócito (152). Estudos 

realizados em áreas de alta endemicidade de malária mostraram que anticorpos 

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

clínica em áreas endêmicas da África e Oceania (157) e que esses anticorpos são 

capazes de inibir o crescimento do parasita in vitro, sugerindo seu importante papel 

na imunidade antimalárica (152,157,166). Entretanto, a constituição genética da 

população exposta e a circulação de parasitos geneticamente distintos em diferentes 

áreas endêmicas de malária podem influenciar a resposta imune aos antígenos 

vacinais. Portanto, é importante avaliar a resposta imune a antígenos candidatos a 

uma vacina em populações de áreas endêmicas de malária com diferentes cenários 

epidemiológicos. No presente trabalho, procuramos estudar, sob diversos aspectos, o 

perfil da resposta anticorpo contra as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 de 
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Plasmodium falciparum em indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária 

brasileira, com diferentes níveis de transmissão. Esse é o primeiro estudo que avalia 

a antigenicidade e imunogenicidade das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 em áreas 

endêmicas da Amazônia brasileira.  

 

A resposta imune humoral contra as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foi 

avaliada em indivíduos residentes em três cidades da Amazônia Brasileira: Cruzeiro 

do Sul e Mâncio Lima, no Acre, e Guajará, no Amazonas. Essas áreas foram 

selecionadas, pois estão entre as 10 cidades que concentram 70% da malária por P. 

falciparum no país. Cruzeiro do Sul e Mâncio Lima são consideradas áreas de alta 

endemicidade de malária (IPA > 50) e Guajará é considerada área de média 

endemicidade (IPA >10 e < 50).   

 

Os indivíduos de Cruzeiro do Sul (CZS), Mâncio Lima (ML) e Guajará (GJ) 

eram similares na distribuição por sexo, idade, procedência e exposição prévia ao 

Plasmodium, embora os indivíduos do grupo ML tenham relatado uma maior média de 

número de infecções anteriores de malária que os indivíduos dos grupos GJ e CZS, 

mesmo sendo CZS uma cidade de alta endemicidade (IPA > 50) como ML. A maior 

parte dos indivíduos declarou infecção anterior tanto por P. falciparum quanto por P. 

vivax. Entretanto, a espécie plasmodial infectante mais prevalente foi P. vivax, 

refletindo o atual cenário de malária no Brasil, onde P. vivax é responsável por cerca 

de 88% das infecções (167).  

 

Considerando que análises de população genômica em outros trabalhos, 

revelaram um grande número de polimorfismos no domínio DBL das proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2, fato observado também por nosso grupo nas áreas 

endêmicas estudadas (168), indicando que essa região das proteínas esteja sofrendo 

intensa pressão imunológica (150,168), nosso trabalho focou na avaliação da 

resposta imune contra o domínio DBL das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 nos 299 

indivíduos residentes em CZS, ML e GJ. 

A avaliação da resposta imune, independente da classe de anticorpos ou 

subclasse de IgG mostrou que a MSPDBL-1 e a MSPDBL-2 são naturalmente 

imunogênicas em indivíduos residentes na Amazônia brasileira visto que mais da 

metade dos indivíduos 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 prevalências de 93,7% e 90,3% de indivíduos 

com anticorpos contra a MDPDBL-1 e MSPDBL-2 em Papua Nova Guine (169). As 

diferenças observadas na imunogenicidade natural da MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pode 

ser resultado das diferenças observadas na endemicidade das áreas estudadas, na 

exposição, na idade e no tempo de residência das populações estudadas visto que 

vários estudos têm demostrado o efeito direto desses parâmetros no desenvolvimento 

da resposta imune antiplasmodial (170-173).  Outra hipótese é que a diferença no 

background genético das populações estudadas e os polimorfismos existentes nos 

genes que codificam a MSPDBL-1 e MSPDBL-2 estejam influenciando no 

desenvolvimento da resposta imune específica. Estudos genéticos serão realizados 

para tentar avaliar essa possibilidade.  

Desde os ensaios de transferência passiva de imunoglobulinas (Igs) de 

indivíduos imunes à malária para indivíduos infectados não imunes, realizados por 

Cohen e McGregor nos anos 60 (58,75) demonstrando claramente que a transferência 

de um pool de IgG imune (obtido a partir de soros de indivíduos de uma área 

hiperendêmica na Costa do Marfim) são capazes de transferir proteção contra o 

plasmódio de um indivíduo para outro, se tem conhecimento do papel fundamental 

dos anticorpos IgG na imunidade antimalárica. Desse modo, a observação que a 

maioria dos anticorpos naturalmente adquiridos que reconhecem a MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 são da classe IgG, pode sugerir que anticorpos anti-MSPDBL-1 e anti-

MSPDBL-2 podem participar da aquisição de uma imunidade antimalárica.   

 

Anticorpos naturalmente adquiridos contra vários antígenos plasmodiais estão 

associados com idade e tempo de exposição à malária em regiões endêmicas, um 

fenômeno que tem sido frequentemente relatado para vários antígenos (170-172,174-

181), provavelmente refletindo a exposição natural ao P. falciparum e, possivelmente, 

a maturação do sistema imune. Entretanto, em nosso estudo, nenhuma associação foi 

observada entre a resposta anticorpos anti-MSPDBL-1 ou anti-MSPDBL-2 e idade, 

tempo de residência em área endêmica de malária, número de infecções anteriores 

de malária.  Pelo menos três hipóteses podem ser evocadas para explicar esse 

resultado. A primeira baseia-se no fato de que o número de infecções anteriores de 

malária pode estar sendo subestimado devido à dificuldade dos indivíduos não terem 

a exata lembrança do número de episódios anteriores desde a infância. A segunda 
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hipótese baseia-se no fato de que os indivíduos que residem há vários anos em área 

endêmica de malária podem ter desenvolvido um certo grau de imunidade 

antimalárica, após terem apresentado vários episódios de malária, relatando, assim, 

menos episódios de malária clínica.  Recentes trabalhos têm relatado um 

considerável número de infecções oligo e assintomáticas entre indivíduos com grande 

tempo de exposição (18 anos em média), que vivem em áreas hipoendêmicas de 

transmissão instável do Brasil (182,183). A terceira hipótese baseia-se no fato de que 

devido à alta prevalência de P. vivax em relação a P. falciparum na área, o número de 

infecções anteriores de malária não significa necessariamente a estimulação de uma 

resposta imune para a antígenos específicos de P. falciparum.   

         

A análise das prevalências dos níveis de anticorpos IgG e IgM contra as 

proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 mostrou que as proteínas são imunogênicas, 

porém não foi possível mostrar associação entre a prevalência ou os níveis desses 

anticorpos e os sintomas no momento da coleta ou os níveis de parasitemia. Esses 

dados corroboram com os descritos na literatura que demonstram que a alta 

frequência de anticorpos antiplasmodiais IgG e/ou IgM numa população não reflete 

necessariamente o grau de proteção dessa população (184,185). A falta de 

associação entre os níveis de anticorpos IgG e IgM e a redução da parasitemia e/ou 

sintomatologia também pode ser explicada pelos baixos níveis de transmissão de P. 

falciparum observados nas áreas estudadas no período da coleta.  

 

Em algumas infecções como, por exemplo, na toxoplasmose, a detecção de 

anticorpos da classe IgM representa um importante marcador no diagnóstico da 

doença, uma vez que a presença desses anticorpos pode ser utilizada para 

diferenciar uma infecção atual ou recente de uma infecção passada. A detecção de 

anticorpos IgM que reconhecem a MSPDBL-1 ou a MSPDBL-2 poderia sugerir uma 

infecção atual ou recente de malária. Entretanto, nenhuma relação foi observada 

entre anticorpos IgM-MSPDBL-1 ou IgM-MSPDBL-2 e infecção atual ou data da última 

infecção. Esses dados são semelhantes aos descritos por Balthazar-Guedes e 

colaboradores que demonstraram que, na malária, a resposta IgM não pode ser 

utilizada como indicadora de infecção atual ou recente (186). 

Estudos sobre as respostas imune humoral contra antígenos de P. falciparum 

tem demonstrado constantemente que a imunidade contra o estágio sanguíneo 

depende de um padrão específico de subclasses de IgG (187,188). Considerando que 
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(i) indivíduos protegidos da malária clínica possuem altos níveis de anticorpos 

citofílicos (IgG1 e IgG3) contra antígenos plasmodiais; (ii) quanto maior o grau de 

proteção desses indivíduos, maior é a razão entre anticorpos citofílicos e não 

citofílicos (IgG2 e IgG4) e; (iii) anticorpos não citofílicos podem bloquear o mecanismo 

efetor dos anticorpos citofílicos (77,189-195) , avaliamos a qualidade da resposta 

anticorpo contra as proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 pela análise das subclasses 

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

amostras que apresentaram anticorpos IgG para cada uma das proteínas estudadas. 

Anticorpos das 4 subclasses foram detectados no plasma dos indivíduos estudados.  

 

Nossos dados mostraram que indivíduos naturalmente expostos à infecção 

malárica apresentam predominantemente anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3) que 

reconhecem a MSPDBL-1 e MSPDBL-2, fato importante se considerarmos que a 

aquisição de uma imunidade protetora contra a malária está associada com a 

presença e altos níveis de anticorpos IgG1 e IgG3 e reduzida proporção de IgG2 e 

IgG4 com a mesma especificidade visto que anticorpos não citofílicos bloqueiam os 

mecanismos efetores 77,196,197).  

Trabalhos realizados em área de alta endemicidade de malária têm 

demonstrado correlação entre os níveis de anticorpos citofílicos para as proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2 e a parasitemia (78,191,198). Porém, em nosso trabalho 

não verificamos nenhuma correlação entre os níveis de anticorpos IgG1 e/ou IgG3 

e/ou a relação entre anticorpos citofílicos e não citofílicos (dados não mostrados) e a 

parasitemia. Dados similares foram obtidos por Maya e colaboradores que também 

não observaram correlação entre níveis de anticorpos citofílicos para a proteína 

GLURP e parasitemia em um estudo realizado no Gabão (199). Um recente estudo 

que avaliou a resposta imune contra a GMZ2.6c e seus componentes, as proteínas 

GLURP, MSP3 e Pfs48/45 de P. falciparum com a mesma população estudada no 

presente trabalho também não observou relação entre níveis de anticorpos IgG1 ou 

IgG3 ou a relação entre anticorpos citofílicos /não citofílicos e a parasitemia (200). 

Uma possível explicação para esses resultados é o pequeno número de indivíduos 

parasitados por P. falciparum em nosso trabalho, apenas 43/299. Além disso, dos 43 

indivíduos parasitados com P. falciparum, em apenas 21 foi possível quantificar 

parasitos nas lâminas. Os 22 indivíduos restantes foram diagnosticados por métodos 

moleculares. 
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Nossos dados mostraram que os níveis de anticorpos IgG contra a MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 foram maiores nos indivíduos parasitados por P. falciparum quando 

comparado aos indivíduos não parasitados ou parasitados por P. vivax. Esse 

resultado pode ser reflexo de uma estimulação do sistema imune levando a produção 

de anticorpos antiplasmodiais, entre os quais anticorpos anti-MSPDBL-1 e anti-

MSPDBL2.  

 

Embora existam fortes indícios de que os anticorpos estão associados à 

exposição cumulativa e proteção contra a malária, a relativa contribuição de diferentes 

regiões das proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 na indução de anticorpos protetores é 

outro ponto importante a ser abordado (188). Assim, também mapeamos os epítopos 

lineares no domínio DBL em MSPDBL-1 e MSPDBL-2 usando ferramentas de 

predição in silico e validamos a antigenicidade por ELISA utilizando peptídeos 

sintéticos correspondentes ao epítopos identificados por predição. Três epítopos 

lineares na sequência DBL da MSPDBL-1 e seis epítopos lineares na sequência DBL 

da MSPDBL-2 foram identificados.  

Não observamos nenhuma associação entre o número de epítopos 

reconhecidos com idade, tempo de residência ou número de infecções anteriores de 

malária. Esses dados diferem dos previamente descritos que observaram uma 

associação entre o número de epítopos reconhecidos por anticorpos de indivíduos 

residentes em Rondônia e idade, tempo de residência em área endêmica e número de 

infecções anteriores de malária (170). 

Nossos dados mostraram que a maioria dos indivíduos avaliados apresentava 

anticorpos que reconheciam pelo menos um dos epítopos identificados, 58,8% para 

MSPDBL-1 e 74,8% para MSPDBL2, indicando que a predição in sílico é uma 

ferramenta útil para identificação de epítopos de células B. Os epítopos P1 e P3 da 

MSPDBL-1 e P4 e P5 da MSPDBL-2 foram os epítopos preferencialmente 

reconhecidos pelos anticorpos presentes no plasma da população estudada. Apesar 

de serem reconhecidos em maior frequência, não foi observada diferença nos índices 

de reatividade dos anticorpos IgG contra cada um desses epítopos. Por conseguinte, 

o papel funcional destes anticorpos precisa de ser avaliado.  

O Polimorfismo em muitos antígenos da malária é característica em muitas 

regiões imunodominantes desses antígenos. Polimorfismos são causados por 

variações na sequência de repetições em tandem e resultam de pontes de mutações 



80 

que tem sido descrito em diversos genes com ou sem regiões repetidas (201). 

Polimorfismos dos epítopos de células B e T de antígenos do parasito podem ser 

capazes de escapar da resposta do sistema imune (202). Em estudos realizados na 

África, foi avaliado o polimorfismo dos genes candidatos associados à vacina da 

malária contra as proteínas encontradas nos três estágios de vida do plasmódio, que 

tem estado em alto nível há muito tempo (203). No trabalho realizado por Lemos (168) 

(2021), foi observado que a maioria das mutações não sinônimas não resultou em 

grande alteração no potencial dos epítopos preditos. Entretanto, as mutações quando 

ocorrem juntas causam drástica diminuição do escore do epítopo, excluindo-o de ser 

potencial epítopo. O trabalho também mostrou que os isolados de P. falciparum que 

circulam em Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará apresentam extensiva 

diversidade genética e os polimorfismos de uma única base que acarretam mutações 

não sinônimas podem impactar os epítopos T e B imunodominantes da MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2. Nesse sentido, avaliar os polimorfismos genéticos em regiões que 

codifiquem epítopos imunodominantes é importante para o desenvolvimento de uma 

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

A demonstração de que uma proteína de merozoíto é naturalmente 

imunogênica nas populações residentes em área endêmica da Amazônia brasileira e 

que a resposta anticorpo contra essa proteína pode participar do processo de 

aquisição de uma imunidade ressalta a importância dessa proteína como candidata 

vacinal. Entretanto, estudos adicionais em outras áreas endêmicas, com população 

com outros backgrounds genéticos, além da avaliação do papel funcional dos 

anticorpos são importantes para confirmar o potencial da MSPDBL-1 e MSPDBL-2 

como candidatas vacinais. A compreensão da imunidade humana adquirida 

naturalmente à malária é também importante por razões que vão para além do 

desenvolvimento de vacinas. 
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6 PERSPECTIVAS 

Como perspectivas, pretendemos:  

 

• Avaliar o papel funcional dos anticorpos anti-MSPDBL-1 e anti-MSPDBL-2 sobre o 

crescimento in vitro de P. falciparum, em presença e ausência de monócitos, e em 

ensaios de fagocitose. 

 

• Estudar a associação entre os antígenos do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade de classe II e a resposta humoral contra as proteínas 

MSPDBL-1 e MSPDBL-2. 

 

• Avaliar a extensão do polimorfismo genético das proteínas MSPDBL-1 e 

MSPDBL-2 e sua influência nos epítopos B imunodominantes.  
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7 CONCLUSÕES 

• As proteínas MSPDBL-1 e MSPDBL-2 são naturalmente imunogênicas em 

indivíduos residentes na Amazônia 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 

proteínas MSPDBL1 e MSPDBL-2 foram predominantemente citofílicos e 

os níveis de anticorpos IgG e IgG1 contra a MSPDBL-1 e MSPDBL-2 foram 

maiores nos indivíduos parasitados por P. falciparum podendo refletir 

booster do sistema imune em resposta à infecção. 

• Análise de predição in sílico pode ser utilizada como importante 

ferramenta para identificação de epítopos B de potenciais candidatos 

vacinais e os epítopos B identificados como imunodominantes na 

população estudada foram P1 e P3 da MSPDBL-1 e P4 da MSPDBL-2.   
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ANEXO I – PARECER COMITE DE ETICA 

 



98 

 



99 

 



100 

 



101 

 



102 

 



103 

 



104 

 



105 

 



106 

 

 



107 

ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

– MALÁRIA  

 

    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – MALÁRIA  

 

 

Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  

 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC 

Instituto Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 

(Expansão) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 

Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta 

imunológica contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 

Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do potencial antigênico da 

candidata a vacina antimalárica GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e 

Pfs48/45) em populações naturalmente imunizadas por exposição crônica residentes 

em áreas endêmicas brasileiras de malária. 

 

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 

 

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn 

Kety Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus 

Vinicius Guimarães de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas 

Machado 

 

Centro de Pesquisa, Diagnóstico e Treinamento em 

Malária/CPD-Mal 

Laboratório de Pesquisas em Malária - IOC/Fiocruz  

Instituto Oswaldo Cruz – FIOCRUZ  
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Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz 

Fundação Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro 

- RJ - CEP 21040-900. 

 

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

 

Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsáveis pelo projeto de 

pesquisa intitulado “Estudo da resposta imunológica contra proteínas que são 

candidatas à vacina contra a malária”, estamos fazendo um convite para você 

participar como voluntário deste nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter 

um melhor conhecimento da malária. A malária é uma doença transmitida por 

mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios após os quais a pessoa fica 

cansada e sem forças para trabalhar.  Além de verificar se você tem esta doença, vai 

saber que parasitas causam esta doença e quais os tipos de respostas imunológica 

do organismo são benéficas. A sua participação como voluntário será apenas para 

doar sangue antes do tratamento. 

  

Para a realização do projeto serão feitos os seguintes exames, 

procedimentos e tratamentos com os seguintes objetivos: 

Exame de sangue – Para diagnosticar malária, a retirada do seu sangue 

poderá ser feita na veia do antebraço ou no dedo, por um médico, farmacêutico ou 

biólogo membro da equipe da pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraço 

será feita com a agulha descartável e tubo de coleta de sangue e será tirada a 

quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum outro momento da pesquisa ser 

solicitado para outra nova coleta de sangue.  O sangue coletado no dedo será feito 

fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta descartável na mão escolhida 

para o exame. As gotas de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para ser 

examinada no microscópio.   

 

Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados 

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

punção, com duração de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, 

como o uso de seringa, agulha e gaze descartável assim como álcool para assepsia 

local, entre outros.  
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Benefícios diretos e indiretos: Em caso de busca ativa, serão realizados 

exames para o diagnóstico da malária nos participantes da pesquisa. Com o 

diagnóstico da malária você será orientado a procurar a Unidade de Saúde 

responsável pelo atendimento na localidade, para avaliação médica e tratamento. O 

tratamento será o normalmente usados para casos desse tipo. Todas as informações 

de tratamento serão dadas pelo profissional de saúde (médico e o enfermeiro 

responsável pela assistência) e qualquer alteração deverá ser comunicada ao pessoal 

responsável que verificará a necessidade de cuidados locais.  

 

Os resultados desse estudo não o beneficiarão diretamente, mas poderão, no 

futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em pacientes com 

malária tem apontado para um importante papel de algumas células e fatores do 

organismo (imunológicos) na evolução das doenças. O conhecimento destas 

respostas poderá ser importante para se tentar prever a evolução da doença e com 

isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no futuro, ajudar no desenvolvimento 

de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto, mais estudos são 

necessários para tentar esclarecer o seu papel na regulação da resposta imune 

levando à cura ou à proteção.  

 

Após o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, você 

responderá a um questionário, que será aplicado por um dos membros da equipe de 

investigadores, onde serão anotados seus dados pessoais, observações clínicas e 

dados epidemiológicos. Os dados tomados neste questionário serão utilizados única e 

exclusivamente para geração de dados para este projeto. Suas informações neste 

questionário serão sigilosas e você receberá um número de registro para 

impossibilitar a sua identificação. Esse questionário ficará sob a guarda do 

Laboratório de Pesquisas em Malária do Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz/RJ. O 

acesso a qualquer informação do questionário estará restrita à coordenadora do 

projeto. 

 

Os dados e todas as informações dadas por você estão submetidos às normas 

éticas destinadas à pesquisa envolvendo seres humanos, do Comitê de Ética em 

Pesquisa – CEP/Fiocruz do Ministério da Saúde. Os resultados do estudo poderão ser 

publicados sem revelar a sua identidade e o acesso e a análise dos dados coletados 

se farão apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participação é 
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inteiramente voluntária e você é livre para recusar a participar, assim como para 

desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuízo para seu 

acompanhamento ou sofrer quaisquer sanções ou constrangimentos.  

 

A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter 

qualquer despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da 

pesquisa. Os gastos necessários para a participação na pesquisa serão assumidos 

pelos pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos, 

comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa. O material coletado para 

realização dos exames será devidamente acondicionado em nitrogênio líquido ou 

freezer -70ºC e ficará sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratório de 

Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos até que todos os 

experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para repetição 

de testes para confirmação de dados.  

 

 

Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a 

qualquer momento que achar necessário, inclusive com a possibilidade de ligar a 

cobrar para: Dr. Marcelo Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, 

Dr. Marcos Lacerda em Manaus (92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado 

em Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra 

Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-8115. Você poderá ainda entrar 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz/RJ pelo 

telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões éticas relacionadas 

a essa pesquisa.  

 

Eu, ____________________________________________________________ 

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

sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depósito, armazenamento e utilização 

do material coletado para a realização deste estudo. Atesto que assinei duas vias do 

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

 

_________________________________________Data:___________ 

Assinatura do Pesquisador 
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_________________________________________Data:___________ 

Assinatura Testemunha 

 

_________________________________________Data: ___________ 

Assinatura do voluntário 

 

 

 

 

 

Em caso de 

analfabetismo ou 

impossibilidade de assinar, 

inserir impressão digital. 
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ANEXO III - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) 

    

                     

 

 

    

 

 

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) 

 

Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  

 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC 

Instituto Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 

(Expansão) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 

Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta 

imunológica contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 

Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do potencial antigênico da 

candidata a vacina antimalárica GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e 

Pfs48/45) em populações naturalmente imunizadas por exposição crônica residentes 

em áreas endêmicas brasileiras de malária. 

 

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 

 

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn 

Kety Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus 

Vinicius Guimarães de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas 

Machado 

 

Centro de Pesquisa, Diagnóstico e Treinamento em 

Malária/CPD-Mal 

Laboratório de Pesquisas em Malária - IOC/Fiocruz  

Instituto Oswaldo Cruz – FIOCRUZ  
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Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz 

Fundação Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro 

- RJ - CEP 21040-900. 

 

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

 

Você está sendo convidado para participar como voluntário da pesquisa 

intitulada “Estudo da resposta imunológica contra proteínas que são candidatas a 

vacina contra a malária”. Seus pais ou responsável legal por você permitiu que você 

participasse.  Entretanto, você não precisa participar da pesquisa se não quiser, é um 

direito seu não tendo nenhum problema se decidir desistir. 

 

Esta pesquisa tem o objetivo de saber se você tem malária, doença que ocorre 

na região onde você mora.  A malária é uma doença transmitida por mosquito e causa 

momentos de febre alta e calafrios após os quais a pessoa fica cansada e sem forças 

para trabalhar. Caso você seja portador desta doença você será orientado a procurar 

uma Unidade de Saúde responsável pelo atendimento na localidade, para avaliação 

médica e tratamento. O tratamento será o normalmente usados para casos desse 

tipo. Todas as informações de tratamento serão dadas pelo profissional de saúde 

(médico e o enfermeiro responsável pela assistência) e qualquer alteração deverá ser 

comunicada ao pessoal responsável que verificará a necessidade de cuidados locais.  

 

Para diagnosticar malária, a retirada do seu sangue poderá ser feita na veia do 

antebraço ou no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe da 

pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha 

descartável e tubo de coleta de sangue e será tirada a quantidade de 20 ml de 

sangue, podendo em algum outro momento da pesquisa você ser solicitado para 

outra nova coleta de sangue.  O sangue coletado no dedo será feito fazendo um 

furinho no dedo médio com uma lanceta descartável na mão escolhida para o exame. 

As gotas de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para ser examinada no 

microscópio.   

 

Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados 

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

punção, com duração de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, 
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como o uso de seringa, agulha e gaze descartável assim como álcool para assepsia 

local, entre outros.  

 

Uma coisa boa de participar desse projeto de pesquisa é saber se você tem 

essa doença e receber o tratamento pela Unidade de Saúde responsável pelo 

atendimento na localidade.  

 

Ninguém saberá que você está participando da pesquisa, não falaremos a 

outras pessoas, nem daremos a estranhos as informações que você nos der. Os 

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

 

A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter 

qualquer despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da 

pesquisa. Os gastos necessários para a participação na pesquisa serão assumidos 

pelos pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos, 

comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa. O material coletado para 

realização dos exames será devidamente acondicionado em nitrogênio líquido ou 

freezer -70ºC e ficará sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratório de 

Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos até que todos os 

experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para repetição 

de testes para confirmação de dados. 

 

 

Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a 

qualquer momento que achar necessário, inclusive com a possibilidade de ligar a 

cobrar para: Dr. Marcelo Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, 

Dr. Marcos Lacerda em Manaus (92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado 

em Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra 

Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-8115. Você poderá ainda entrar 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz/RJ pelo 

telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões éticas relacionadas 

a essa pesquisa.  

 

 Eu, __________________________________________________________fui 

informado sobre o projeto de maneira clara e tendo o consentimento já assinado pelo 
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meu pai/responsável, declaro que concordo participar desta pesquisa. Consinto que 

os procedimentos de coleta acima descritos sejam realizados em minha pessoa e 

autorizo o depósito, armazenamento e utilização do material coletado para a 

realização deste estudo. Atesto que assinei duas vias do termo de consentimento de 

igual teor e fiquei com uma via.  

 

 

   

______________________________________________Data:__________ 

Assinatura do Pesquisador 

 

_______________________________________________Data:_________ 

Assinatura Testemunha 

 

_______________________________________________ Data:_________ 

Assinatura Responsável 

 

 _______________________________________________Data: _________ 

Assinatura do menor voluntário 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Em caso de 

impossibilidade de o menor 

assinar inserir impressão digital 

  

Em caso de 

impossibilidade de o 

responsável assinar inserir 

impressão digital 
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ANEXO IV - QUESTIONÁRIO 

    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                   

    

REGISTRO N                   Data: 

 

PROJETO: Avaliação do potencial antigênico da candidata a vacina 

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

populações naturalmente imunizadas por exposição crônica residentes em 

áreas endêmicas brasileiras de malária. 

SEXO:  F      M 

IDADE:                NATURALIDADE:                               PROCEDÊNCIA: 

ENDEREÇO ATUAL:  

NÚMERO DE RESIDENTES NO ENDEREÇO ATUAL: 

PROFISSÃO: 

TEMPO DE RESIDÊNCIA (ANOS):  

Área endêmica (anos) :                                      (anos): 

HISTÓRIA PREGRESSA DE MALÁRIA 

NÚMERO DE INFECÇÕES ANTERIORES DE MALÁRIA: 

Espécies:  P. falciparum      P. vivax      P. malariae        Nenhuma       Não lembra 

NÚMERO DE INFECÇÕES NO ÚLTIMO ANO: 

Espécies:  P. falciparum   P. vivax    P. malariae     Nenhuma   Não lembra 

DATA DA ÚLTIMA INFECÇÃO:                                         

Espécies:  P.falciparum    P. vivax    P. malariae     Nenhuma    Não lembra 

LOCAL PROVÁVEL DE INFECÇÃO: 

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?:  Sim     Não 

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALÁRIA:   Sim         Não          Data: 

MALÁRIA GRAVE NA FAMÍLIA:   Sim           Não                       Data:                                             

OBS: 

 

TEM ALGUÉM NA FAMÍLIA COM MALÁRIA OU QUE TEVE MALÁRIA RECENTEMENTE?  

 Sim    Não    Data:               

 

Centro de Pesquisa, Diagnóstico e Treinamento em 

Malária/CPD-Mal 

Laboratório de Pesquisas em Malária - IOC/Fiocruz  

Instituto Oswaldo Cruz – FIOCRUZ  
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EXPOSIÇÃO A INFECÇÃO MALÁRICA 

LOCALIZAÇÃO DA CASA 

 Floresta                 Coleção d’água            Cidade      Nenhuma 

TIPO DE CASA (proteção em relação ao contato com mosquito) 

 Boa                 Parcial                  Nenhuma   

ATIVIDADES AO AMANHECER: 

ATIVIDADES AO ANOITECER: 

SABE COMO A MALÁRIA É TRANSMITIDA? 

   Sim      Não      Foi  informado      Foi  informado, mas não acredita   

COMO?: 

USO DE MEDIDAS PROFILÁTICAS 

 Mosquiteiro      Inseticida    antimaláricos     Outras      Nenhuma 

Data da última borrifação de inseticida (FNS):  

INFECÇÃO ATUAL 

SINTOMAS 

 Febre    Cefaléia     Calafrios    Náusea/Vômito    Mialgia     Artralgia          Sudorese  

 Nenhum 

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS: 

DIAGNÓSTICO:   P. falciparum      P. vivax      P. malariae        Nenhuma     

PARASITEMIA: 

LOCAL PROVÁVEL DE INFECÇÃO: 

RECEBEU TRANSFUSÃO DE SANGUE?:   Sim   Não                 Data: 

É DOADOR DE SANGUE?:  Sim   Não                 Data da última doação: 

 

COLETA DE MATERIAL BIOLÓGICO 

 GOTA ESPESSA    DISTENSÃO SANGUÍNEA     SANGUE     
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ANEXO V - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – 

CONTROLE 

    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                   

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – 

CLINICAMENTE SADIOS (CONTROLES) 

 

Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  

 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC 

Instituto Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 

(Expansão) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 

Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta 

imunológica contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 

Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do potencial antigênico da 

candidata a vacina antimalárica GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e 

Pfs48/45) em populações naturalmente imunizadas por exposição crônica residentes 

em áreas endêmicas brasileiras de malária. 

 

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 

 

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn 

Kety Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus 

Vinicius Guimarães de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas 

Machado 

 

Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz 

Fundação Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro 

- RJ - CEP 21040-900. 

Centro de Pesquisa, Diagnóstico e Treinamento em 

Malária/CPD-Mal 

Laboratório de Pesquisas em Malária - IOC/Fiocruz  

Instituto Oswaldo Cruz – FIOCRUZ  
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Telefones: (21)- 38658135   Fax: (21) 38658145 

 

Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsáveis pelo projeto de 

pesquisa intitulado “Estudo da resposta imunológica contra proteínas que são 

candidatas à vacina contra a malária”, estamos fazendo um convite para você 

participar como voluntário deste nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter 

um melhor conhecimento da malária. A malária é uma doença transmitida por 

mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios após os quais a pessoa fica 

cansada e sem forças para trabalhar.  Além de verificar se você tem esta doença, vai 

saber que parasitas causam esta doença e quais os tipos de respostas imunológica 

do organismo são benéficas. A sua participação como voluntário será apenas para 

doar sangue  

Para a realização do projeto serão feito os seguintes exames, 

procedimentos com os seguintes objetivos: 

 

Exame de sangue – O exame de sangue para exclusão da infecção malárica 

será realizado após a retirada do seu sangue que poderá ser feita na veia do 

antebraço ou no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe da 

pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha 

descartável e tubo de coleta de sangue e será tirada a quantidade de 20 ml de 

sangue, podendo em algum outro momento da pesquisa ser solicitado para outra 

nova coleta de sangue.  O sangue coletado no dedo será feito fazendo um furinho no 

dedo médio com uma lanceta descartável na mão escolhida para o exame. As gotas 

de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para ser examinada no 

microscópio.   

 

Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados 

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

punção, com duração de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, 

como o uso de seringa, agulha e gaze descartável assim como álcool para assepsia 

local, entre outros.  

 

Benefícios esperados: Os resultados desse estudo não o beneficiarão 

diretamente, mas poderão, no futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta 
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imune em pacientes com malária tem apontado para um importante papel de algumas 

células e fatores do organismo (imunológicos) na evolução das doenças. O 

conhecimento destas respostas poderá ser importante para se tentar prever a 

evolução da doença e com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no futuro, 

ajudar no desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No 

entanto, mais estudos são necessários para tentar esclarecer o seu papel na 

regulação da resposta imune levando à cura ou à proteção.  

 

Após o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, você 

responderá a um questionário, que será aplicado por um dos membros da equipe de 

investigadores, onde serão anotados seus dados pessoais, observações clínicas e 

dados epidemiológicos. Os dados tomados neste questionário serão utilizados única e 

exclusivamente no projeto em questão. Suas informações neste questionário serão 

sigilosas e você receberá um número de registro para impossibilitar a sua 

identificação. Esse questionário ficará sob a guarda do Laboratório de Pesquisas em 

Malária do Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informação do 

questionário estará restrita à coordenadora do projeto. 

 

Os dados e todas as informações dadas por você estão submetidos às normas 

éticas destinadas à pesquisa envolvendo seres humanos, do Comitê de Ética em 

Pesquisa – CEP/Fiocruz do Ministério da Saúde. Os resultados do estudo poderão ser 

publicados sem revelar a sua identidade e o acesso e a análise dos dados coletados 

se farão apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participação é 

inteiramente voluntária e você é livre para recusar a participar, assim como para 

desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuízo para seu 

acompanhamento ou sofrer quaisquer sanções ou constrangimentos.  

 

A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter 

qualquer despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da 

pesquisa. Os gastos necessários para a participação na pesquisa serão assumidos 

pelos pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos, 

comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa. O material coletado para 

realização dos exames será devidamente acondicionado em nitrogênio líquido ou 

freezer -70º.C e ficará sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratório de 

Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos até que todos os 
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experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para repetição 

de testes para confirmação de dados.  

 

Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a 

qualquer momento que achar necessário, inclusive com a possibilidade de ligar a 

cobrar para: Dr. Marcelo Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, 

Dr. Marcos Lacerda em Manaus (92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado 

em Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra 

Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-8115. Você poderá ainda entrar 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz/RJ pelo 

telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões éticas relacionadas 

a essa pesquisa.  

 

Eu, ____________________________________________________________ 

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

sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depósito, armazenamento e utilização 

do material coletado para a realização deste estudo. Atesto que assinei duas vias do 

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

 

 

_________________________________________Data:__________ 

Assinatura do Pesquisador 

 

_________________________________________Data:_________ 

Assinatura Testemunha 

 

_________________________________________Data: _________ 

Assinatura do Voluntário 

 

 

 

 

 

 

 

Em caso de 

analfabetismo ou 

impossibilidade de assinar 

inserir impressão digital 
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