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POLIMORFISMO GENÉTICO DO PARASITO NA MODULAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE 

ESPECÍFICA 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Barbara de Oliveira Baptista 

 
A GMZ2.6c é uma proteína quimérica candidata a uma vacina multiestágio contra Plasmodium 
falciparum composta de um fragmento da proteina de estágio sexuado Pfs48/45-6C geneticamente 
fusionado a GMZ2, uma proteína quimérica contendo GLURP e MSP-3. A GMZ2 demonstrou ser bem 
tolerada, segura e imunogênica em ensaios clínicos realizados em áreas endêmicas de malária na 
África. Contudo, não há dados disponíveis sobre a antigenicidade ou imunogenicidade da GMZ2.6c 
em humanos. Considerando que parasitos circulantes podem ser geneticamente distintos em 
diferentes áreas endêmicas de malária e que fatores genéticos do hospedeiro podem influenciar a 
resposta imunológica contra antígenos vacinais, é importante a realização de estudos imunogenéticos 
que possam contribuir para um melhor entendimento da resposta imune naturalmente adquirida para 
antígenos candidatos a compor uma vacina antimalárica. Nesse trabalho, foram avaliados o perfil das 
respostas imune humoral e celular contra a GMZ2.6c e seus componentes (GLURP, MSP-3 e 
Pfs48/45) e a influência do polimorfismo genético do parasito no desenvolvimento da resposta imune 
específica. O estudo foi realizado em três munícipios da Amazônia Brasileira: Cruzeiro do Sul e 
Mâncio Lima, no estado do Acre, e Guajará, no estado do Amazonas. A pesquisa de anticorpos 
contra a GMZ2.6c, seus fragmentos individuais e seus epítopos de células B foi realizada pela técnica 
de ELISA. As subpopulações linfocitárias foram avaliadas por citometria de fluxo ex vivo e após o 
estímulo com cada uma das proteínas recombinantes. O número relativo de células T específicas 
secretoras de IFN-γ contra epítopos de célula T foi realizado através da técnica de ELISpot. A 
avaliação do polimorfismo genético das proteínas GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 foi realizado por PCR e 
sequenciamento. Os resultados mostraram que a proteína GMZ2.6c foi amplamente reconhecida por 
anticorpos naturalmente adquiridos de indivíduos de áreas endêmicas com diferentes níveis de 
transmissão. A prevalência de indivíduos com anticorpos para a GMZ2.6c foi maior quando 
comparada aos seus fragmentos individuais provavelmente devido a um efeito aditivo da GLURP, 
MSP-3 e Pfs48/45 quando inseridos na mesma construção. Indivíduos naturalmente expostos a 
malária possuíam, predominantemente, anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 anti-GMZ2.6c, fato 
importante considerando que na imunidade protetora contra a malária há um balanço entre anticorpos 
citofílicos/não citofilicos. Os anticorpos anti-GMZ2.6c parecem aumentar com a exposição à infecção 
e podem contribuir para a imunidade parasitária. Nos indivíduos infectados com P. falciparum, o 
maior percentual de linfócitos T CD4+ foi observado com os estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e 
Pfs48/45 e linfócitos T CD8+ com GLURP. É provável que a expansão dessas células seja em 
decorrência da infecção malárica aguda, contudo a resposta de linfócitos B foi limitada. Identificamos 
múltiplos epítopos de células B e T derivados da GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 amplamente 
reconhecidos por anticorpos e células T de indivíduos residentes nas áreas endêmicas estudadas. A 
avaliação do polimorfismo genético mostrou um limitado número de polimorfismos na região R0 da 
GLURP, relativa conservação na região C-terminal da MSP-3 e, alta conservação na região 6c da 
Pfs48/45. Os polimorfismos encontrados nos isolados estudados não impactaram significativamente 
nos epítopos de célula B e T. Em conjunto, nossos dados realçam a importância da GMZ2.6c como 
uma candidata a vacina multiestágio. 
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HUMORAL AND CELLULAR IMMUNE RESPONSE PROFILE AGAINST THE RECOMBINANT 

PROTEIN GMZ2.6C OF PLASMODIUM FALCIPARUM AND THE INFLUENCE OF PARASITE 

GENETIC POLYMORPHISM ON THE MODULATION OF THE SPECIFIC IMMUNE RESPONSE 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN PARASITARY BIOLOGY 

 

Barbara de Oliveira Baptista 

 

The GMZ2.6c malaria vaccine candidate is a multi-stage Plasmodium falciparum chimeric protein 
which contains a fragment of the sexual-stage Pfs48/45-6C protein genetically fused to GMZ2, a 
fusion protein of GLURP and MSP-3. The GMZ2 has been shown to be well tolerated, safe and 
immunogenic in clinical trials performed in a malaria endemic area of Africa. However, there is no data 
available on the antigenicity or immunogenicity of GMZ2.6c in humans. Considering that circulating 
parasites can be genetically distinct in different malaria endemic areas and that host genetic factors 
can influence the immune response against vaccine antigens, it is important to perform 
immunogenetic studies that may contribute to a better understanding of the naturally acquired immune 
response to candidate antigens for an antimalarial vaccine. In this work, the profile of humoral and 
cellular immune responses against GMZ2.6c and its components (GLURP, MSP-3, and Pfs48/45) and 
the influence of parasite genetic polymorphisms on the development of the specific immune response 
were evaluated.  The study was carried out in three municipalities in the Brazilian Amazon: Cruzeiro 
do Sul and Mâncio Lima, Acre state, and Guajará, Amazonas state. The antibody response against 
GMZ2.6c, d its individual fragments, and its B-cell epitopes was performed by ELISA. Lymphocyte 
subpopulations were evaluated by flow cytometry ex vivo and after stimulation with each of the 
recombinant proteins.  The relative number of specific IFN-γ-secreting T cells against T cell epitopes 
was performed by ELISpot. The genetic polymorphism of GLURP, MSP-3, and Pfs48/45 was 
evaluated by PCR and sequencing. The results showed that GMZ2.6c protein was widely recognized 
by naturally acquired antibodies from individuals of the Brazilian endemic areas with different levels of 
transmission. The prevalence of individuals with antibodies against GMZ2.6c was higher when 
compared to its individual components probably due to an additive effect of GLURP, MSP-3, and 
Pfs48/45 when inserted in the same construct. Naturally malaria-exposed individuals predominantly 
had IgG1 and IgG3 cytophilic anti-GMZ2.6c antibodies, an important fact considering that the 
acquisition of anti-malaria protective immunity results from a delicate balance between cytophilic/non-
cytophilic antibodies. Anti-GMZ2.6c antibodies seem to increase with exposure to infection and may 
contribute to parasite immunity. The higher percentage of CD4+ T lymphocytes stimulated with 
GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 and Pfs48/45 and, CD8+ T lymphocytes with GLURP in individuals 
parasitized by P. falciparum suggest an expansion of these cells due to malarial infection, but the B 
lymphocytes response was limited. We identified multiple T and B cell epitopes derived from GLURP, 
MSP-3 and Pfs48/45 widely recognized by antibodies and T cells from residents of the studied 
endemic areas. Evaluation of genetic polymorphism showed a limited number of polymorphisms in the 
R0 region of GLURP, relative conservation in the C-terminal region of MSP-3, and high conservation 
in the 6c region of Pfs48/45. The polymorphisms found in the studied isolates did not significantly 
impact the B and T cell epitopes. Taken together, our data highlight the importance of GMZ2.6c as a 
multistage vaccine candidate. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Malária: Aspectos gerais 

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

morbidade, causada por protozoários do gênero Plasmodium. Mais de 250 espécies 

de Plasmodium já foram descritas por parasitar mamíferos, aves e répteis (1), 

entretanto poucas são capazes de infectar naturalmente o homem. Dentre elas, o 

Plasmodium vivax (Grassi & Feletti, 1890), Plasmodium falciparum (Welch 1897), 

Plasmodium ovale (Stephens, 1922) e Plasmodium malariae (Laveran, 1881), 

classicamente conhecidas como agentes etiológicos da malária humana, e 

Plasmodium knowlesi (Singh, 2004), Plasmodium inui (Coatney, 1966), Plasmodium 

cynomolgi (Ta, 2014), Plasmodium simium (Brasil, 2017) e Plasmodium brasilianum 

(Lalremruata, 2015), parasitos de primatas não humanos, responsáveis pela 

transmissão zoonótica (1). A transmissão da malária se dá através da picada do 

inseto vetor, as fêmeas do mosquito do gênero Anopheles, que compreende mais de 

465 espécies, das quais aproximadamente 70 são transmissoras da malária humana 

(2). Dentre elas, 41 são consideradas espécies vetoras dominantes no mundo (3), 

destacando-se o Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis e Anopheles funestus 

na África, Anopheles darling, Anopheles albimanus, Anopheles pseudopunctipennis 

e Anopheles aquasalis nas Américas, enquanto na Ásia diversas espécies 

apresentam domínio variável (2,3). 

 

A malária permanece como um dos principais problemas de saúde pública, 

estando presente em 84 países das regiões tropicais e subtropicais do mundo 

(Figura 1), pondo em risco cerca de metade da população mundial. Estima-se que, 

em 2021 ocorreram cerca de 247 milhões de casos de malária no mundo e 619 mil 

mortes, a maioria (76,8%) de crianças menores de 5 anos de idade (4). Apesar dos 

avanços no seu controle obtidos nos últimos 20 anos, o aumento de 13,4 milhões de 

casos e 63 mil mortes foram notificados entre o período de 2020 a 2021 quando 

comparados a 2019, atribuídos, principalmente, às interrupções dos serviços de 

vigilância e controle da malária durante a pandemia de COVID-19 (4,5). As espécies 

P. vivax e P. falciparum são as principais responsáveis pelos índices de malária no 

mundo (6). Embora o P. vivax seja mais amplamente distribuído no globo, estando 

presente em áreas endêmicas da Ásia, Oceania, e Américas do Sul e Central, e já 
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terem sido descritos casos graves e mortes na infecção por essa espécie (7–10), o 

P. falciparum é o principal causador dos casos e óbitos (4). 

 

Figura 1: Distribuição global da malária, 2021. Fonte: Adaptado de WHO, 2022 (4). 

 
 
 A maioria dos casos por malária ocorre na região Africana (94.7%), seguido 

do Mediterrâneo Oriental (2.5%), Sudeste Asiático (2.2%), Pacífico Ocidental (0.6%) 

e Américas (0,3%) (4). Apesar das Américas contribuírem com menos de 1% dos 

casos de malária no mundo, números significativos de casos e mortes são 

reportados nessa região. De todos os países e territórios da região das Américas da 

Organização Mundial de Saúde (OMS), 18 (Belize, Bolívia, Brasil, Colômbia, Costa 

Rica, República Dominicana, Equador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Haiti, 

Honduras, México, Nicarágua, Panamá, Peru, Suriname e Venezuela) possuem 

áreas com risco de transmissão ativa de malária, sendo registrados 646 mil casos e 

334 mortes no ano de 2021 (4). 

 

 O Brasil contribuiu com cerca de 27% dos casos de malária das Américas em 

2021 (4), registrando 139.211 casos, sendo a grande maioria (99,9%) na Região 

Amazônica, área endêmica da doença, que inclui os estados do Acre, Amapá, 

Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins (Figura 

2) (11). Nos outros estados, os casos registrados são quase todos importados da 

Região Amazônica ou de outros países onde ocorre a transmissão. Entretanto casos 

autóctones na região extra-amazônica também são notificados, principalmente em 
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áreas de Mata Atlântica (Espírito Santo, Rio de Janeiro e São Paulo) devido à 

manutenção da transmissão por pacientes assintomáticos e reservatórios em 

primatas não humanos (12), ocorrendo surtos esporádicos, que resultam no 

aumento de casos em áreas de baixa transmissão ou reintrodução em áreas 

suscetíveis, assim como o possível aumento da letalidade, em consequência do 

diagnóstico tardio e manejo clínico inadequado. Apesar do aumento de casos de 

malária no mundo, no Brasil uma redução de 11,6% casos foi registrada em 2021 

em relação a 2019, quando foram notificados 157.457 casos da doença. Em 

contrapartida, em relação ao total de casos notificados no país, um aumento (36.5%) 

das infecções causadas pelo P. falciparum e malária mista foi observada (11). Ainda 

que o P. falciparum, principal causador dos casos graves e óbitos, seja 

proporcionalmente responsável por um número menor de casos (16,8%) (11), a 

infecção por esta espécie ainda é motivo de preocupação no Brasil. A descrição de 

isolados de P.  falciparum com eficácia reduzida a derivados de artemisinina (ACT), 

primeira linha de tratamento para malária falciparum não complicada, no Suriname e 

Guiana (13,14), sinalizou o risco do surgimento e introdução de isolados resistentes 

no Brasil. 

 

 

Figura 2: Mapa de risco de malária por município de infecção, Brasil, 2021. 
Fonte: SVS, 2022 (11). 
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1.2. Ciclo biológico do Plasmodium spp. 

O ciclo biológico do Plasmodium spp. (Figura 3) é extremamente complexo e 

pode ser dividido em duas fases bem distintas: a fase assexuada (esquizogônica), 

ocorrendo no hospedeiro vertebrado, e a fase sexuada (esporogônica), que ocorre 

no hospedeiro invertebrado, a fêmea do mosquito do gênero Anopheles (15). 

 

A infecção no homem se inicia quando as fêmeas do mosquito infectadas, 

durante seu repasto sanguíneo, inoculam na pele humana os esporozoítos (formas 

infectantes do parasito para o homem) acumulados em suas glândulas salivares 

(16). Na pele, esses esporozoítos se movem ativamente passando por várias células 

até entrar nos vasos linfáticos ou sanguíneos, e passam a ser transportados, 

passivamente, para os linfonodos, onde a maioria dos parasitos é eliminado pelas 

células fagocíticas, ou para a rede capilar hepática (sinusóides) (17,18), 

atravessando a barreira endotelial para entrada no parênquima hepático. Ao chegar 

no fígado, os esporozoítos atravessam múltiplos hepatócitos através da ruptura de 

sua membrana (19,20), até que as moléculas de adesão do parasito reconheçam 

moléculas sulfatadas da membrana dos hepatócitos (21), às quais se aderem e 

permite a penetração do parasito na célula hepática, através da invaginação da 

membrana plasmática do hepatócito, formando um vacúolo parasitóforo que 

circunda o esporozoíto. Dentro do vacúolo parasitóforo os parasitos se diferenciam 

em uma forma replicativa (trofozoíto pré-eritrocitico), que sofre sucessivas divisões 

nucleares durante seu processo de maturação, dando origem aos esquizontes 

hepáticos repletos de merozoítos (20–24). Essa fase do ciclo é chamada de pré-

eritrocítica, na qual, ao seu término, as células hepáticas se rompem, formando 

merossomas (vesículas formadas da membrana plasmática das células hepáticas 

contendo os merozoítos). Esses merossomas são levados para o lúmen sinusoidal, 

e eventualmente se rompem nos capilares pulmonares, liberando os merozoítos na 

corrente sanguínea capazes de invadir eritrócitos (21,25). 

 

No ciclo do P. vivax e P. ovale nem todos os esporozoítos que infectam 

hepatócitos entram em processo de esquizogonia. Ao invés disso, eles se 

diferenciam em formas hepáticas latentes, chamadas hipnozoítos, que podem 

permanecer dormente por meses ou anos até serem reativados, permitindo as 

recaídas tardias (26). 
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A invasão dos merozoítos nos eritrócitos dá início ao ciclo eritrocítico, sendo 

este um processo complexo, mediado pela interação de proteínas na superfície dos 

merozoítos e receptores na membrana dos eritrócitos (27). Inicialmente, os 

merozoítos reconhecem os eritrócitos através de interações não específicas, 

reversíveis e de baixa afinidade, realizadas por proteínas da superfície dos 

merozoítos, levando a uma ligeira deformação da superfície do eritrócito ao 

aumentar a área de contato com o merozoíto (28). Após este primeiro contato, os 

merozoítos reorientam sua extremidade apical em direção à membrana do eritrócito, 

estabelecendo ligações de alta afinidade, formando uma junção entre as membranas 

das duas células (28,29). Em seguida, o merozoíto penetra o eritrócito utilizando um 

motor de actina-miosina, formando um vacúolo parasitóforo ao seu redor (30). No 

interior do vacúolo parasitóforo, os merozoítos se diferenciam em trofozoítos jovens 

e maduros, que se multiplicam, dando origem a esquizontes repletos de merozoítos 

sanguíneos (31). Com o amadurecimento do esquizonte, ocorre a lise da membrana 

do vacúolo parasitóforo, seguida da lise dos eritrócitos, liberando os merozoítos 

sanguíneos, que invadirão novos eritrócitos (32). Na fase eritrocítica, ocorre a 

sintomatologia característica da malária, como febre, calafrios e sudorese, devido à 

hemólise dos eritrócitos infectados, liberando endotoxinas do parasito junto aos 

merozoítos (33). Após alguns ciclos eritrocíticos, alguns merozoítos ao invadirem os 

eritrócitos se diferenciam em formas eritrocíticas sexuadas do parasito (34), os 

gametócitos femininos (macrogametócitos) e os gametócitos masculinos 

(microgametócitos), que passam por estágios de maturação (I-V). Somente os 

gametócitos maduros são encontrados no sangue periférico, que ao serem ingeridos 

por um mosquito durante um repasto sanguíneo dão início ao ciclo esporogônico 

(35,36). 

 

 Ao realizar o repasto sanguíneo, as fêmeas do mosquito do gênero 

Anopheles podem ingerir gametócitos dentro de eritrócitos (37), além de outras 

formas do parasito. No intestino médio do mosquito, com os movimentos de 

contração e expansão, mudança de temperatura e pH, e exposição ao ácido 

xanturênico, os gametócitos são ativados para a formação de gametas femininos e 

masculinos, rompendo os eritrócitos e ficando livres no intestino do mosquito 

(36,38). Os macrogametócitos amadurecem em macrogametas, enquanto o núcleo 

dos microgametócitos se divide em diversas partículas de cromatina e sofrem o 
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processo de exflagelação, se desenvolvem em microgametas que se desprendem 

do corpo residual e se movimentam no intestino do mosquito até encontrar o 

macrogameta (39,40). O microgameta se adere ao macrogameta e suas membranas 

são fusionadas (36). Com a fusão dos gametas masculinos e femininos ocorre a 

fertilização, formando um zigoto diploide, que se desenvolve em um zigoto móvel, 

denominado oocineto. O oocineto atravessa a matriz peritrófica e migra através do 

epitélio intestinal do mosquito, depositando-se sobre a membrana basal e se 

diferenciando em oocisto (35,41). O oocisto se multiplica por esporogônia, gerando 

milhares de esporozoítos em seu interior (42). Após sua maturação, o oocisto se 

rompe liberando na hemolinfa do mosquito os esporozoítos, que migram para as 

glândulas salivares do inseto (35,41,42). Os esporozoítos invadem a glândula salivar 

do mosquito pela invaginação da membrana celular epitelial basal, formando um 

vacúolo parasitóforo, que rapidamente é desintegrado, seguido por sua saída pela 

membrana apical da célula hospedeira, resultando na liberação dos esporozoítos na 

cavidade secretória central da glândula salivar (43). Dessa maneira, ao realizar um 

novo repasto sanguíneo, os esporozoítos serão inoculados na pele do hospedeiro 

vertebrado, dando continuidade ao ciclo do parasito. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6294672/figure/F1/


 

31 

 
Figura 3: Ciclo evolutivo do Plasmodium spp.. 1) A infecção no homem se inicia quando 

as fêmeas do mosquito Anopheles inoculam os esporozoítos ao fazer o repasto sanguíneo. Os 
esporozoítos migram para o fígado pela corrente sanguínea. 2) No fígado, os esporozoítos invadem 
os hepatócitos e se multiplicam por esquizogonia, dando origem aos esquizontes hepáticos, as 
células hepáticas se rompem liberando os merossomos. 3) Os merossomos se rompem na corrente 
sanguínea, liberando os merozoítos, que invadem os eritrócitos e se multiplicam por esquizogonia, 
dando origem a esquizontes sanguíneos repletos de merozoítos. Os eritrócitos se rompem liberando 
os merozoítos na corrente sanguínea, que invadirão novos eritrócitos. 4) Alguns merozoítos ao 
invadirem os eritrócitos, se diferenciam em gametócitos, que são ingeridos pelos Anopheles durante o 
repasto sanguíneo, dando início ao ciclo esporogônico.  5) No intestino do mosquito, macrogameta e 
microgameta se encontram, ocorrendo a fertilização, resultando na formação de um zigoto, que se 
desenvolve em um oocineto móvel. O oocineto migra através do epitélio do intestino do mosquito e se 
deposita sobre a membrana basal, onde se diferencia em oocisto. O oocisto se multiplica por 
esporogonia, gerando milhares de esporozoítos que, ao final da maturação, são liberados na 
hemocele do mosquito e migram para as glândulas salivares. Ao realizar o resposto sanguíneo, os 
esporozoítos serão inoculados no hospedeiro vertebrado, dando continuidade ao ciclo. Fonte: 
Adaptado de Garcia-Basteiro et al., 2012 (44). 
 

1.3. Resposta imune antimalárica 

Indivíduos residentes em áreas de alta transmissão e endemicidade de 

malária desenvolvem progressivamente uma imunidade clínica, primeiramente 

contra as formas graves da doença e depois contra as manifestações clínicas, na 

qual a replicação do parasito é controlada (45). Esse tipo de imunidade clínica, 

denominada premunição, requer anos de exposição contínua para ser desenvolvida 
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e não gera uma proteção estéril e duradoura, podendo ser considerada uma 

adaptação devido a incessante estimulação antigênica por este parasito nos 

indivíduos residentes em regiões endêmicas de malária (46). Entretanto, os 

mecanismos que levam a este estado de premunição não são completamente 

compreendidos. 

 

A resposta imune antimalárica é extremamente complexa e multifatorial, 

sendo espécie, estágio e antígeno específica (47) e envolve uma variedade de 

funções efetoras do sistema imunológico do hospedeiro, abrangendo diferentes tipos 

celulares, citocinas e anticorpos específicos que atuam de forma coordenada e 

balanceada em diferentes estágios do ciclo de vida do parasito (Figura 4) (47). 

 

Durante a infecção aguda, células fagocíticas, como monócitos/macrófagos e 

células dendríticas (Dendritic cell - DC) reconhecem Padrões Moleculares 

Associados a Patógenos (Pathogen-Associated Molecular Pattern – PAMPs) do 

parasito através de Receptores de Reconhecimento Padrão (Pattern Recognition 

Receptors – PRRs) e os fagocitam. Após a fagocitose, ocorre a ativação 

transcripcional e secreção de citocinas pró-inflamatórias, dentre elas a Interleucina-

12 (IL-12), IL-15 e IL-18, responsáveis pelo recrutamento e ativação de outras 

células do sistema imune inato, como células Natural Killer (NK), células T γδ e 

células TNK que secretam grande quantidade de citocinas, incluindo Interferon gama 

(IFN-γ) necessário para ativar e melhorar o processo de fagocitose (48). 

Paralelamente, células apresentadoras de antígenos (Antigen-presenting cells – 

APCs) especializadas apresentam antígenos provenientes do parasito no contexto 

do Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - 

MHC) de classe II para células T CD4+ naive (Th0), estimulando a diferenciação e 

polarização em diferentes subtipos celulares (49). Na presença de moléculas 

coestimulatórias e IL-12, e ausência de IL-10, uma forte resposta pró-inflamatória 

(Th1) é induzida por células T CD4+ produtoras de IFN-γ e Fator de Necrose 

Tumoral (Tumor Necrosis Factor - TNF) (48), importante para o desenvolvimento de 

uma eficiente resposta imune antimalárica. Entretanto, a resposta inflamatória 

exacerbada também é prejudicial, relacionada com a imunopatologia da doença. 

Nesse cenário, um subconjunto de células T regulatórias (Treg) com um fenótipo 

imunossupressor, importantes para manter a homeostase imunológica, são 

induzidas durante a infecção em decorrência do efeito sinérgico do Fator de 
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Crescimento Transformador beta (Transforming Growth Factor - TGF-β) e IL-10 

produzidas por monócitos. Essas células produzem altos níveis de IL-10 que 

suprimem a ativação, proliferação e função efetoras de linfócitos T (47,48). 

 

A produção de anticorpos contra antígenos proteicos requer a interação entre 

linfócitos B e antígenos do parasito através do receptor de células B (B cell receptor 

- BCR) e linfócitos T CD4+ nas áreas extrafoliculares dos órgãos linfoides periféricos, 

acarretando a proliferação e diferenciação dos linfócitos B em plasmócitos de vida 

curta produtores de anticorpos de baixa afinidade capazes de controlar o 

crescimento do parasito durante a infecção, entretanto, após alguns dias essas 

células sofrem apoptose (50). Para a geração de plasmócitos de vida longa e células 

B de memória algumas células migram para os folículos linfoides, formando centros 

germinativos, onde a interação entre células dendríticas e linfócitos T auxíliares 

foliculares ativam os linfócitos B, estimulando a mudança de classe e maturação de 

afinidade (46,51). Importantemente, a presença de citocinas especificas são críticas 

para esse processo, tais como IL-6 e IL-21 que regulam a sobrevivência e 

diferenciação celular das células B, além de citocinas pró-inflamatórias do tipo Th1 

que estimulam, predominantemente, a mudança de isotipo para anticorpos citofílicos 

(IgG1 e IgG3), mas em excesso também impedem a maturação das células T 

auxiliares foliculares e promove a expansão de células B de memória atípicas (52). 

Plasmócitos de vida longa secretam, constitutivamente níveis basais de anticorpos 

de alta afinidade, enquanto os linfócitos B de memória são quiescentes e, após a 

reexposição ao mesmo antígeno, se diferenciam rapidamente em células efetoras, 

secretando anticorpos de alta afinidade (50,51).   

 

Linfócitos T CD8+ também são ativados durante a infecção via MHC de classe 

I, tanto por células apresentadoras de antígenos especializadas como por 

hepatócitos infectados e expressam citocinas pró-inflamatórias, assim como 

destroem as células infectadas através sua atividade citotóxica (46).  
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Figura 4: Resposta imune antimalárica. Células apresentadoras de antígenos reconhecem 

proteínas do parasito na superfície de merozoítos e eritrócitos infectados. Após a fagocitose, essas 
células secretam citocinas pró-inflamatorias. A secreção de IL-12, IL-15 e IL-18 ativam outras células 
do sistema imune inato, que começam a liberar grandes quantidades de citocinas, incluindo IFNγ. 
APCs apresentam antígenos do parasito no contexto de MHC de classe II, ativando as respostas 
imune adaptativa de célula T e B. As células B s diferenciam em plasmócitos secretores de anticorpos 
específicos com diferentes funções. Células T CD8+ também são ativadas durante a infecção no 
contexto de MHC de classe I. Adaptado de Deroost et al., 2016 (48). 

 
 

1.3.1. Resposta imune contra o estágio pré-eritrocítico 

 

A resposta imune pré-eritrocítica tem como alvo os esporozoítos livres e 

hepatócitos infectados. A importância dos anticorpos contra esporozoitos foi 

primeiramente demonstrada em 1967, quando a imunização de camundongos com 

esporozoítos de P. berghei atenuados por irradiação induziu a produção de 

anticorpos neutralizantes capazes de protegê-los contra o desafio com esporozoítos 

não irradiados (53), posteriormente observado em primatas não humanos (54) e 

humanos (55). Além disso, anticorpos contra antígenos de esporozoítos também 

podem ser identificados após a infecção natural por Plasmodium spp. (56,57). Esses 

anticorpos podem prevenir a invasão de hepatócitos bloqueando proteínas 
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essenciais para a travessia ou invasão celular, opsonizando os esporozoítos para 

promover a fagocitose e ativando o sistema complemento (58). Entretanto, os 

esporozoítos levam um curto período para alcançar e invadir os hepatócitos, o que 

pode ser insuficiente para a ativação, diferenciação e secreção de altos níveis de 

anticorpos de alta afinidade. Após invadir uma célula hepática, anticorpos podem 

reconhecer antígenos na superfície de hepatócitos infectados, destruindo-os através 

do mecanismo celular dependente de anticorpo mediado pelas células de Kupffer e 

NK (59). A resposta imune contra as formas intra-hepáticas do parasito é, 

principalmente, mediada por linfócitos T CD8+ (60). Os linfócitos T CD8+ reconhecem 

peptídeos derivados do parasito apresentados pelo MHC de classe I na superfície 

dos hepatócitos infectados e células de Kupffer, levando-os a produção de IFN-γ que 

tem um potente efeito inibidor sobre o desenvolvimento dos parasitos no estágio 

hepático (47), e a liberação de granzimas e perforinas que induzem apoptose 

através da cascata de caspase e extresse oxidativo (61,62).  

 

1.3.2. Resposta imune contra o estágio eritrocítico 

 

A resposta imune contra os estágios eritrocíticos do Plasmodium spp. tem 

como alvo os merozoítos livres e eritrócitos infectados. Embora linfócitos T CD8+ 

possuam um papel importante na resposta imune contra o estágio hepático do 

parasito, estudos sugerem um limitado papel dessas células na proteção contra o 

estágio eritrocítico (47). Em contrapartida, linfócitos T CD4+ tem uma importante 

função na regulação da resposta imune, pela produção de citocinas pró- e anti-

inflamatórias, ativação de macrófagos e clones específicos de células B (59). 

Considerando que os eritrócitos não expressam moléculas de MHC, os anticorpos 

são primordiais para o controle de parasitos nesse estágio (47), podendo atuar 

(Figura 5): I) bloqueando proteínas fundamentais para o processo de invasão do 

merozoíto ao eritrócito (63), contendo o desenvolvimento do parasito ou inibindo a 

ruptura de esquizontes e, consequentemente, a liberação dos merozoítos na 

corrente sanguínea (64–66); II) ligando-se a antígenos de superfície de merozoítos e 

eritrócitos infectados, e receptores Fc (FcR) expressos em diferentes tipos celulares, 

desencadeando funções efetoras, facilitando seu reconhecimento pelas células 

fagocíticas (64,67), ativando monócitos através do mecanismo de inibição celular 

dependente de anticorpos (Antibody-Dependent Cellular Inhibition – ADCI) para a 

liberação de fatores parasitostáticos solúveis, incluindo Fator de Necrose Tumoral 
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alfa (Tumor Necrosis Factor alpha – TNF-α), que impedem o desenvolvimento intra-

eritrocítico do parasito (68), ativando neutrófilos através do mecanismo de explosão 

respiratória dependente de anticorpos (Antibody-Dependent Respiratory Burst – 

ADRB) induzindo a produção e liberação de espécies reativas de oxigênio, 

altamente tóxicas para o parasito (69), e ativando células NK através do mecanismo 

de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (Antibody-Dependent Cellular 

Cytotoxicity – ADCC) induzindo sua degranulação, assim como a secreção de IFN-γ, 

provocando a lise de eritrócitos infectados (70); III) ativando o sistema complemento, 

se ligando ao merozoíto e a primeira molécula da via clássica do complemento, C1q, 

acarretando na lise celular, fagocitose do merozoíto ou aumento da atividade 

neutralizante (71,72); IV) inibindo a adesão de eritrócitos parasitados ao endotélio 

vascular e a eritrócitos não parasitados, fato importante, considerando que a 

capacidade de adesão de eritrócitos infectados está associada ais casos graves da 

doença (64); V)  e neutralizando toxinas liberadas pelo parasito após a ruptura dos 

eritrócitos prevenindo a indução de um processo inflamatório exacerbado (73).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática de mecanismos mediados por 
anticorpos na imunidade contra as formas eritrocíticas do P. falciparum. 
Anticorpos contra merozoítos podem: prevenir a invasão de eritrócitos, ativar sistema complemento, 
opsonizar merozoítas e estimular monócitos e macrófagos para liberar moléculas parasitostáticas, 
matando parasitos intra-eritrocíticos. Anticorpos contra eritrócitos infectados podem: inibir a 
citoaderência, impedir a formação de rosetas, opsonizar eritrócitos infectados e inibir o 
desenvolvimento intracelular do parasito. TNF: Fator de necrose tumoral. Fonte: Adaptado de Teo et 
al., 2016 (64). 
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1.4. A busca por uma vacina antimalárica 

As estratégias utilizadas para o controle da malária são baseadas no controle 

vetorial e diagnóstico e tratamento oportunos. Apesar da notável redução de casos 

nos últimos anos, fatores como o surgimento, em alguns paises, de isolados 

resistentes às Terapias Combinadas à base de Artemisinina (Artemisinin-based 

Combination Therapies - ACTs), primeira linha de tratamento de malária não-

complicada por P. falciparum em todos os países endêmicos (14,74–77), e a 

resistência de Anopheles aos inseticidas atualmente disponíveis (78), evidenciam a 

necessidade de uma vacina eficaz, complementando as estratégias de controle 

existentes. 

 

As principais dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina antimalárica 

são a complexidade do parasito e seu ciclo evolutivo, a limitada compreensão das 

interações com o hospedeiro e a extensa diversidade genética do parasito (79). 

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 imune distintas (80). Essa complexidade gera um 

aumento nos antígenos candidatos a compor uma vacina antimalárica e determinar 

quais os antígenos são capazes de induzir uma resposta imune protetora continua a 

ser um árduo desafio. 

 

Apesar de todos os obstáculos existentes, dados evidenciam que o 

desenvolvimento de uma vacina antimalárica é possível. Apesar da malária não 

gerar imunidade estéril e duradora, indivíduos residentes em áreas endêmicas 

expostos cronicamente a infecção desenvolvem uma imunidade protetora contra a 

doença clínica. Essa proteção pode ser transferida através da administração de 

imunoglobulinas de adultos naturalmente imunes para crianças infectadas com altas 

parasitemias e manifestações clínicas, reduzindo a severidade da doença (81,82). 

Mas a primeira evidência da possibilidade do desenvolvimento de uma vacina contra 

malária ocorreu quando a cientista brasileira, Nussenzweig e colaboradores, 

demonstraram que a imunização de camundongos com esporozoítos de P. berghei 

atenuados por irradiação promoveu a proteção desses animais contra o desafio com 

esporozoítos não atenuados (53), posteriormente observados em primatas não 

humanos e humanos, quando imunizados com esporozoítos atenuados de P. 
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knowlesi e P. vivax e P. falciparum, respectivamente (54,55). Esses resultados 

impulsionaram os estudos para o desenvolvimento da vacina antimalárica por 

diversos grupos de pesquisa. 

 

Considerando a complexidade do ciclo biológico do Plasmodium spp., os 

esporozoítos, hepatócitos infectados, merozoítos livres e eritrócitos infectados com 

formas sexuadas e assexuadas são importantes alvos para o desenvolvimento de 

uma vacina (83). 

 

As vacinas contra as formas pré-eritrocíticas poderiam impedir a invasão dos 

hepatócitos pelos esporozoítos, ou, ocorrendo a penetração, destruir os hepatócitos 

infectados, evitando o desenvolvimento do parasito no seu interior e, 

consequentemente, prevenindo a evolução da doença (45). Vacinas contra esse 

estágio possuem grande destaque em função ao baixo número de esporozoítos 

inoculados pelo mosquito durante o repasto sanguíneo, entretanto, uma elevada 

eficácia é necessária para conter o desenvolvimento da doença, uma vez que um 

pequeno número de parasitos é suficiente para que a infecção atinja o estágio 

eritrocítico (84,85).  

 

As vacinas contra as formas eritrocíticas assexuadas poderiam impedir a 

invasão dos eritrócitos pelos merozoítos e o desenvolvimento em seu interior, 

controlando e/ou prevenindo a doença através da redução significativa da carga 

parasitária e dos sintomas clínicos, tendo um grande impacto na morbidade e 

mortalidade em áreas endêmicas de malária (73,86).  A maior parte dos antígenos 

candidatos a vacina antimalárica tem como alvo o estágio eritrocítico assexuado 

devido a resposta imune adquirida após repetidas infecções ser, principalmente, 

contra as formas sanguíneas do parasito, refletindo a maior disponibilidade do 

antígeno e estimulação imunológica (79). 

 

As vacinas contra as formas eritrocíticas sexuadas são denominadas 

bloqueadoras de transmissão e, tem como alvo antígenos expressos na superfície 

de gametócitos, zigotos ou oocinetos. Essas não teriam capacidade de induzir uma 

resposta imune protetora para o indivíduo vacinado, mas sim impossibilitar o 

desenvolvimento do parasito no inseto vetor, bloqueando a fertilização e/ou a 

passagem do oocineto pelo intestino médio do mosquito, reduzindo ou impedindo a 
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produção de esporozoítos, e por consequência a transmissão do parasito (45). No 

entanto, a estratégia ideal para a utilização de vacinas bloqueadoras de transmissão 

seria em associação a uma vacina antiparasitária (73,86). 

 

As pesquisas para o desenvolvimento de uma vacina eficaz têm focado, 

principalmente, em determinar antígenos-alvo fundamentais para o desenvolvimento 

e sobrevivência do parasito. Muitos antígenos já foram identificados e testados em 

ensaios pré-clínicos e clínicos (Tabela 1) (87–89), entretanto, até o momento, 

somente a RTS,S alcançou importantes resultados. 
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Tabela 1: Principais candidatas a vacina antimalárica em ensaios clínicos ativos. 

VACINA ANTIGENO MECANISMO STATUS ATUAL 

RTS,S/AS01 Região repetitiva central e C-terminal da CSP de fusionada a 

região N-terminal do HBsAg e uma porção HBsAg livre (P. 

falciparum) 

Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Implementação piloto 

Recomendada e pré-

qualificada pela OMS 

Fase IV 

R21/MatrixM Região repetitiva central e C-terminal da CSP fusionada a região 

N-terminal do HBsAg (P. falciparum) 

Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase III 

PfSPZ Esporozoítos atenuados por radiação (P. falciparum) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase II 

PfSPZ-CVac Esporozoítos não atenuados sob quimioprofilaxia (P. falciparum) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase II 

PvCSP CSP recombinante (P. vivax) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase II 

PvSPZ Esporozoítos atenuados por radiação (P. vivax) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase II 

Pf7G8 Esporozoíto quimicamente atenuado (P. falciparum) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase I 

VLPM01 Região repetitiva central da CSP em VLP (P. falciparum) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase I 

rCSP/AP10-602 CSP recombinante (P. falciparum) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase I 

PfGAP3-KO e PfSPZ-

GA1 

Esporozoítos geneticamente atenuados (P. falciparum) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase I 
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Tabela 1: (Continuação) Principais candidatas a vacina antimalárica em ensaios clínicos ativos. 

VACINA ANTIGENO MECANISMO STATUS ATUAL 

FMP013 e FMP014 Antígenos baseados na CSP em nanopartículas (P. falciparum) Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase I 

DNA-ChAd63 PfCSP CSP codificada em DNA (prime) e ChAd63 (boost) (P. 

falciparum) 

Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito 

Fase I 

ChAd63-MVA PvDBP Região II da DBP codificada nos vetores ChAd63 (prime) e MVA 

(boost) (P. vivax)  

Prevenir a invasão do eritrócito Fase II 

ChAd63-MVA Rh5 RH5 codificada nos vetores ChAd63 e MVA (P. falciparum) Prevenir a invasão do eritrócito Fase I 

BK-SE36 Região N-terminal do SERA5 (P. falciparum) Prevenir a invasão do eritrócito Fase I 

DNA-ChAd63 PfCSP 

PfAMA-1 ME-TRAP 

CSP, AMA-1 e ME-TRAP (múltiplos epítopos de diversos 

antígenos pré-eritrocíticos fusionados ao alelo T9/96 da TRAP) 

codificados em DNA (prime) e ChAd63 (boost) (P. falciparum) 

Inibir da motilidade do esporozoíto e 

prevenir a invasão do hepatócito e 

eritrócito 

Fase I 

Pfs25M-EPA/AS01B, 

Pfs230D1M-

EPA/AS01B 

s25 e domínio 1 da s230 conjugadas com a Exoproteína A de 

Pseudomonas aeruginosa (P. falciparum) 

Inibe o desenvolvimento do oocineto Fase II 

Pfs25-IMX313/MatrixM s25 fusionada a IMX313 (P. falciparum) Inibe o desenvolvimento do oocineto Fase I 

Pvs25-

IMX313/MatrixM 

s25 fusionada a IMX313 (P. vivax) Inibe o desenvolvimento do oocineto Fase I 

 

OMS: Organização Mundial de Saúde; CSP: Proteína Circumesporozoíta; HBsAg: Antígeno de Superfície do Vírus da Hepatite B; VLP: Partícula Semelhante a 
Vírus ;ChAd63: Adenovírus simiano sorotipo 63; MVA: Vírus Vaccínia Ankara modificado; TRAP: Proteína Adesiva relacionada à trombospondina; AMA-1: Antígeno 
1 de Membrana Apical; SERA5: Antígeno de Repetição da Serina 5; Rh5: Proteína Homóloga de ligação a reticulócitos 5; DBP: Proteína de ligação ao antígeno 
Duffy; s25: Proteína 25 de Superfície de Oocinetos; s230: Proteína 230 de Superfície do Gametócito; Adaptado de : Frimpong A et al., 2018 (89);  Bonam S et al.,  

2021 (87); Pirahmadi S et al., 2021 (88); Malaria World Report 22 (4). 
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A RTS,S/AS01 (Mosquirix TM) é a vacina antimalárica que se encontra em 

estágio mais avançado, sendo a primeira a alcançar os ensaios clínicos de fase III, e 

recentemente recomendada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) para o 

amplo uso entre crianças de regiões com transmissão moderada a alta de malária 

por P. falciparum (90). A RTS,S consiste na região repetitiva central (constituída por 

repetições de 4 aminoácidos – Asparagina-Alanina-Asparagina-Prolina, NANP-, 

epítopo imunodominante de célula B) e C-terminal (incluindo epítopos de célula T) 

da Proteína Circumsporozoíta (Circumsporozoite Protein – CSP), principal proteína 

que recobre o esporozoíto, fusionada a região N-terminal do antígeno de superfície 

do vírus da Hepatite B (HBsAg) e uma porção HBsAg livre, expressos em 

Saccharomyces cerevisie (91). Essa vacina demonstrou eficácia de 31.1% e 55.8% 

em crianças de 6-12 semanas e 5-17 meses, respectivamente, durante 12 meses 

após a terceira dose da vacina. Após a quarta dose (dose reforço), a eficácia da 

RTS,S/AS01 permaneceu por 7 anos, reduzindo em 40% os episódios e 30% as 

admissões hospitalares de malária grave (92). Apesar da queda da eficácia ao longo 

do tempo, essa vacina é uma conquista histórica, um avanço para ciência, para 

saúde infantil e para o controle da doença. Contudo, é preciso continuar a busca por 

candidatas vacinais com maior eficácia e para outras espécies de Plasmodium, visto 

que a OMS prevê que o imunizante ideal tenha eficácia de pelo menos 75%. Outras 

vacinas como a R21/MM, também baseada na proteína CS de P. falciparum; a 

PfRH5 e a PvDBP, duas vacinas de estágio sanguíneo e a Pfs230D1M, uma vacina 

bloqueadora de transmissão tem se mostrado promissoras (4,93–97).  

 

As extensas descobertas de novos antígenos de diversos estágios do ciclo do 

parasito aliados ao conhecimento prévio, em ensaios vacinais, das dificuldades de 

induzir uma resposta imune protetora com foco em apenas um estágio do ciclo 

biológico do parasito, iniciaram o desenvolvimento de candidatos vacinais 

multiestágio. Uma vacina que tem como alvo diferentes proteínas expressas em 

fases distintas do ciclo biológico do parasito poderia induzir uma resposta 

imunológica capaz de inibir a invasão e o desenvolvimento do parasito no interior da 

célula hospedeira e, assegurar que os parasitos não neutralizados sejam alvo na 

fase subsequente (79), conferindo uma melhor proteção. Algumas candidatas a 

vacinas antimaláricas em desenvolvimento combinaram dois antígenos do mesmo 

estágio, mas poucos tentaram visar múltiplos estágios numa única formulação. 
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Nesse sentido, acredita-se que uma candidata a vacina ideal teria como alvos 

diferentes estágios do ciclo de vida do Plasmodium. 

1.5. A proteína recombinante GMZ2.6c 

A GMZ2 é uma proteína recombinante expressa em Lactococcus lactis, 

contendo os fragmentos conservados da região C-terminal da Proteína 3 de 

Superfície do Merozoíto (MSP-3) e N-terminal (R0) da Proteína Rica em Glutamato 

(GLURP) (98). Ensaios clínicos têm demonstrado que a GMZ2 é bem tolerada, 

segura e imunogênica e que os elevados títulos de anticorpos IgG citofílicos 

induzidos após imunização são específicos e funcionais, capazes de controlar o 

crescimento in vitro de P. falciparum na presença de monócitos (99–103). Além 

disso, foram demonstrados alta prevalência e títulos de anticorpos naturalmente 

adquiridos contra a GMZ2 e seus componentes em indivíduos residentes em áreas 

de alta endemicidade de malária na África (100,102,104). Acredita-se que a GMZ2 

possui um efeito sinérgico, visto que foram observados maiores títulos de anticorpos 

contra ela quando comparado aos seus fragmentos individuais (104). Ensaios 

clínicos têm demonstrado a baixa eficácia da GMZ2 (105–107), entretanto, pode ter 

um grande impacto no combate a malária, principalmente se combinada a um 

antígeno candidato a vacina bloqueadora de transmissão. Nesse contexto, o 

fragmento C-terminal (6C) da Proteína 48/45 de Superfície de Gametócito (s48/45) 

foi geneticamente fusionado a GMZ2, originando uma nova proteína recombinante 

candidata a vacina antimalárica multiestágio contra o P. falciparum denominada 

GMZ2.6c (Figura 6) (108). Essa candidata vacinal poderia proteger os indivíduos 

vacinados e reduzir a transmissão do parasito na comunidade. 

 

Figura 6: Representação esquemática da PfGLURP, PfMSP-3, Pfs48/45 e da 
proteína híbrida GMZ2.6c. A. Representação esquemática da PfGLURP (vermelho), 

mostrando a região N-terminal, PfMSP-3 (verde), mostrando a regiçao C-terminal e Pfs48/45 (azul), 
mostrando a região 6c. B. Representação esquemática da GMZ2.6c. Em laranja estão identificados 
os resíduos Arginina-Serina (RS) e em marrom a etiqueta de poli-histidina. Fonte: Baptista BO, et al., 
2022 (109). 
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Esses antígenos foram selecionados como candidatos vacinais a partir de um 

racional que utilizou vários parâmetros. A maioria dos critérios correspondeu aos 

comumente utilizados para candidatos vacinais, como a imunogenicidade dos 

antígenos em indivíduos naturalmente expostos a malária, a correlação dos títulos 

de anticorpos específicos com proteção clínica de indivíduos de áreas endêmicas e 

o papel funcional de anticorpos específicos de inibir o crescimento do parasito in 

vitro ou bloquear a transmissão de P. falciparum (110–123). Estudos preliminares 

realizados em camundongos mostraram que a imunização com a GMZ2.6c foi capaz 

de induzir altos títulos de anticorpos específicos e células T CD4+ produtoras de IFN-

γ e TNF (108). Até o momento, não há dados disponíveis sobre a antigenicidade ou 

imunogenicidade da GMZ2.6c em humanos.  

 

 

1.5.1. Proteína Rica em Glutamato (GLURP) 

 

A Proteína Rica em Glutamato (GLURP) é expressa em todos os estágios do 

P. falciparum no hospedeiro vertebrado, estando presente no vacúolo parasitóforo 

dos esquizontes hepáticos e sanguíneos, na superfície dos merozoítos e no 

citoplasma de eritrócitos parasitados com gametócitos, sendo liberada com a ruptura 

dos esquizontes (124,125). A GLURP está localizada no complexo proteico Pfs38 na 

superfície do merozoíto, que se liga diretamente aos eritrócitos do hospedeiro via 

Glicoforina A durante a invasão do merozoíto e formação do vacúolo parasitóforo 

(126,127). 

 

A GLURP possui uma sequência N-terminal não repetitiva (R0), e duas 

sequências repetitivas central (R1) e C-terminal (R2) (Figura 7) (128). A região R0 é 

altamente conservada em isolados de diferentes regiões geográficas (129), 

enquanto a R2 possui um elevado grau de polimorfismo, associado ao número de 

sequências repetitivas que modifica o tamanho do gene e da proteína codificada, 

sendo observado até 20 alelos em áreas de alta endemicidade (130–133). 
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Figura 7: Representação esquemática da Proteína GLURP de P. falciparum, 
mostrando as regiões N-terminal (R0), central (R1) e C-terminal (R2). Fonte: 

Theisen et al., 2017 (107). 
 

 
 Em estudos imunoepidemiológicos realizados em áreas de alta endemicidade 

de malária na África, foi observado que indivíduos clinicamente imunes possuíam 

altos níveis de anticorpos naturalmente adquiridos contra a GLURP (114,134,135), 

capazes de controlar a carga parasitária e, consequentemente, a doença (136,137). 

Além disso, em ensaios clínicos de fase I, a imunização com a GLURP85-213 induziu 

anticorpos específicos capazes de inibir o crescimento in vitro do P. falciparum (138). 

 

 A resposta imune contra a GLURP é predominantemente citofílica (IgG1 e 

IgG3) (113,138–141), anticorpos citofílicos podem agir em cooperação com 

monócitos através do mecanismo de ADCI, impedindo o desenvolvimento intra-

eritrocítico do parasito. Estudos realizados em indivíduos residentes em áreas 

endêmicas da Amazônia Brasileira mostraram uma prevalência de 67% e 79% 

respondedores para as regiões R0 e R2, respectivamente (120). Trabalhos 

anteriores já haviam demonstrado a imunodominância da região R2 comparada a R0 

(135,142), entretanto anticorpos anti-R0 são mais eficazes no mecanismo de ADCI 

(117,123). 

 

1.5.2. Proteína 3 de Superfície do Merozoíto (MSP-3) 

 

A Proteína 3 de Superfície do Merozoíto (MSP-3) é sintetizada durante o 

estágio de esquizonte como um precursor de peso molecular variável e liberada no 

vacúolo parasitóforo, onde sofre um processamento proteolítico. Alguns fragmentos 

estão associados a superfície dos merozoítos, porém a maioria é liberada na 

circulação sanguínea e no sobrenadante de cultura in vitro de P. falciparum com o 

rompimento dos esquizontes (143). A MSP-3 possui um papel importante no 

processo de invasão dos merozoítos aos eritrócitos do hospedeiro vertebrado, além 
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de proteger o parasito do grupo heme tóxico, gerado pela metabolização da 

hemoglobina, liberado durante o seu egresso da célula hospedeira (144). 

 

A MSP-3 possui uma região N-terminal composta de três blocos de quatro 

“heptad repeats” de alanina, separados por regiões não repetitivas e, uma região C-

terminal rica em resíduos de ácido glutâmico, seguido por outro motivo de repetição 

“heptad repeats” semelhante ao encontrado nos zíperes de leucina (Figura 8) (143). 

A comparação das sequências do gene que codifica a MSP-3 em cepas de 

laboratório permitiu a identificação de um padrão dimórfico, com sequencias alélicas 

incluídas dentro de duas principais classes, 3D7 e K1 (145). Essa variação é 

atribuída a inserções e deleções (Indels) e às substituições de nucleotídeos dentro 

dos domínios de “heptad repeats” de alanina na região N-terminal. Contudo, a região 

C-terminal é altamente conservada (145–148). 

 

Figura 8: Representação esquemática da proteína MSP-3 de P. falciparum, 
mostrando a região C-terminal e os peptídeos LR55 e MSP3b. Fonte: Theisen et al., 

2017 (107). 
 

 

Estudos demonstraram que indivíduos residentes em áreas endêmicas de 

malária possuem altos níveis de anticorpos contra a MSP-3 e, interessantemente, 

aqueles clinicamente imunes tinham uma predominância de anticorpos IgG citofílicos 

(IgG1 e IgG3), enquanto os não imunes apresentavam uma maior prevalência de 

anticorpos IgG2 e IgM (121,122), sugerindo que estes anticorpos poderiam estar 

competindo pelo antígeno, impedindo mecanismos efetores. Essa hipótese é 

apoiada pelo fato de anticorpos naturalmente adquiridos de indivíduos clinicamente 

imunes e anticorpos induzidos após imunização com a MSP-3-LPS serem capazes 

de interagir com monócitos através do mecanismo de ADCI e inibir o crescimento o 

P. falciparum in vitro (149,150). 
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1.5.3. Proteína 48/45 de Superfície de Gametócito (s48/45) 

 

A Proteína 48/45 de Superfície de Gametócito (s48/45) é expressa na 

superfície dos gametócitos nos estágios III a V de desenvolvimento presentes na 

circulação sanguínea (151). Durante o repasto sanguíneo, o Anopheles pode ingerir 

eritrócitos parasitados com gametócitos. No intestino do mosquito, esses eritrócitos 

se rompem, expondo a s48/45 (108). A s48/45 possui um papel fundamental na 

fertilização, promovendo o contato dos gametas masculinos com os gametas 

femininos através da adesão celular mediada pelas s48/45 e a proteína 230 de 

superfície do gametócito (s230) (36), sendo, portanto, uma das principais candidatas 

a vacina bloqueadora de transmissão (152–154).  

 

A Pfs48/45 é uma proteína rica em cisteína, organizada em três domínios, 

uma região C-terminal (Epítopo I), uma região central (contendo os epítopos II e III) 

e uma região N-terminal (Epítopo V) (Figura 9) (155). Proteínas provenientes de 

estágios sexuados sofrem uma menor pressão do sistema imune, 

consequentemente, possuem um menor número de polimorfismos. Estudos 

demonstram que as regiões genicas que codificam os epítopos I, II e III da Pfs48/45 

são altamente conservados em diferentes isolados, apresentando um limitado 

número de polimorfismos geograficamente específicos (156,157). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Representação esquemática da proteína s48/45 de P. falciparum 
mostrando os domínios I (contendo o epitopo V), II (contendo os epitopos II e 
III) e III (contendo o epitopo I), evidenciando o fragmento 6C. As linhas vermelhas 

representam o padrão de ligação das pontes disulfeto aos resíduos de cisteína. SP: Peptídeo sinal; 
GPI: Âncora de Glicosilfostatidilinositol. Fonte: Adaptado de Kundu P et al., 2018 (158). 
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Indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária possuem anticorpos 

naturalmente adquiridos contra a Pfs48/45, e esses anticorpos são capazes de 

prevenir o desenvolvimento do parasito no hospedeiro invertebrado, bloqueando ou 

reduzindo a transmissão (98,119,155,159). Não só os anticorpos naturalmente 

adquiridos, mas a imunização de camundongos e primatas não humanos com o 

epítopo I da Pfs48/45 também induziu altos níveis de anticorpos capazes de reduzir 

a transmissão em até 93% (152,153). Esses dados justificam a Pfs48/45 como uma 

potente candidata a vacina bloqueadora de transmissão e, sua fusão a proteína 

recombinante GMZ2. 

1.6. Justificativa 

Estima-se que ocorram cerca de 247 milhões de novos casos e mais de 600 

mil mortes por malária no mundo, a maioria de crianças menores de 5 anos de 

idade. O desenvolvimento de novas armas para o enfrentamento dessa endemia é 

de grande prioridade para o bem-estar e a melhoria do índice de desenvolvimento 

humano das populações afetadas. Uma vacina eficaz é a arma mais potente para 

reduzir de forma drástica essas estatísticas e prevenir a doença. 

 

Nosso Laboratório tem avaliado o perfil da resposta imune contra antígenos 

de P. falciparum em populações da Amazônia Brasileira visando identificar o 

potencial antigênico e imunogênico de moléculas que possam fornecer informações 

que contribuam para o delineamento de candidatas vacinais. A GMZ2.6c é uma 

proteína quimérica candidata a vacina multiestágio contra Plasmodium falciparum 

composta de um fragmento da proteína de estágio sexuado Pfs48/45-6C 

geneticamente fusionado a GMZ2, uma proteína quimérica contendo a GLURP e 

MSP-3. A GMZ2, demonstrou ser bem tolerada, segura e imunogênica em ensaios 

clínicos realizados em áreas endêmicas de malária na África. Contudo, não há 

dados disponíveis sobre a antigenicidade ou imunogenicidade da GMZ2.6c em 

humanos. 

 

O papel protetor dos anticorpos tem sido demonstrado desde os 

experimentos de transferência de soro de adultos imunes de áreas endêmicas de 

malária para crianças com malária severa e mostraram um acentuado efeito na 

diminuição da parasitemia e na melhora dos sintomas clínicos. Além disso, estudos 
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tem revelado que células T CD4+, T CD8+, células NK, células dendríticas, 

macrófagos e outras células do sistema imune são críticas no desenvolvimento da 

imunidade contra as formas hepáticas e eritrocíticas do P. falciparum. Entretanto, 

trabalhos realizados em áreas de alta endemicidade na África vêm demonstrando 

que polimorfismos genéticos do P. falciparum são capazes de modular a resposta 

imune específica.  

 

Considerando que os parasitos que circulam no Brasil podem apresentar 

características genéticas diferentes dos parasitos que circulam na África e que os 

indivíduos naturalmente expostos na Amazônia Brasileira são etnicamente diferentes 

dos indivíduos africanos, torna-se importante a realização de estudos 

imunogenéticos 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. A avaliação detalhada do perfil das respostas imune humoral e 

celular contra a GMZ2.6c e seus componentes (GLURP, MSP-3 e Pfs48/45) e da 

influência dos polimorfismos genéticos do parasito no desenvolvimento da resposta 

imune específica podem gerar dados que ressaltem o potencial da GMZ2.6c como 

candidata a uma vacina antimalárica e no futuro, ser testada na população de 

regiões endêmicas da Amazônia Brasileira. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar o perfil das respostas imune humoral e celular contra a proteína 

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

indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária da Amazônia Brasileira e a 

influência do polimorfismo genético do parasito na modulação da resposta imune 

específica. 

2.2. Objetivos específicos 

❖ Avaliar o perfil da resposta imune humoral contra a proteína GMZ2.6c e 

seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em indivíduos 

naturalmente expostos a infecção residentes em áreas endêmicas da 

Amazônia Brasileira; 

 

❖ Avaliar o perfil da resposta imune celular contra a proteína GMZ2.6c e 

seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em indivíduos expostos a 

infecção residentes em áreas endêmicas da Amazônia Brasileira; 

 

❖ Identificar e validar os epítopos de célula B e T imunodominantes da 

GMZ2.6c nas populações estudadas; 

 

❖ Avaliar a relevância da GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e 

Pfs48/45) no processo de aquisição de uma imunidade antiparasitária pela 

análise do perfil da resposta imune e pelos dados pessoais, clínicos e 

epidemiológicos; 

 

❖ Avaliar a presença de polimorfismos genéticos das proteínas MSP-3, 

GLURP e Pfs48/45 e sua influência no desenvolvimento da resposta 

imune específica. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Artigo 1 - Naturally acquired antibody response to a Plasmodium 

falciparum chimeric vaccine candidate GMZ2.6c and its components 

(MSP-3, GLURP, and PFS48/45) in individuals living in Brazilian 

malaria-endemic areas 

A GMZ2.6c é uma proteína quimérica candidata a vacina multiestágio contra 

Plasmodium falciparum que contêm o fragmento de estágio sexuado Pfs48/45-6C 

geneticamente fusionado a GMZ2, uma proteína quimérica contendo a GLURP e 

MSP-3. A GMZ2 demonstrou ser bem tolerada, segura e imunogênica em ensaios 

clínicos realizados em áreas endêmicas de malária na África. Contudo, não há 

dados disponíveis sobre a antigenicidade ou imunogenicidade da GMZ2.6c em 

humanos. Considerando que os parasitos circulantes podem ser geneticamente 

distintos em diferentes áreas endêmicas de malária e que fatores genéticos do 

hospedeiro podem influenciar a resposta imunológica contra antígenos vacinais, é 

importante verificar a antigenicidade, imunogenicidade e possível associação com 

proteção em indivíduos residentes de áreas endêmicas de malária com diferentes 

cenários epidemiológicos. Nesse trabalho, o perfil da resposta anticorpo contra a 

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

Amazônia Brasileira naturalmente expostos a malária com diferentes níveis de 

transmissão, foi avaliado. Esse estudo foi realizado utilizando amostras de plasma 

de 352 indivíduos de Cruzeiro do Sul e Mâncio Lima, Acre, e Guajará, Amazonas. 

Anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE específicos e subclasses de IgG foram detectados 

pelo Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay – 

ELISA). Os resultados mostraram que a proteína GMZ2.6c foi amplamente 

reconhecida por anticorpos naturalmente adquiridos de indivíduos de áreas 

endêmicas com diferentes níveis de transmissão. A maior prevalência de indivíduos 

com anticorpos contra a GMZ2.6c quando comparado com seus fragmentos 

individuais pode sugerir um efeito aditivo da GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 quando 

inseridos na mesma construção. Além disso, indivíduos naturalmente expostos a 

malária possuíam, predominantemente, anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 anti-

GMZ2.6c, fato importante considerando que da imunidade protetora contra a malária 

resulta de um balanço delicado entre anticorpos citofílicos/não citofilicos. 

Curiosamente, anticorpos anti-GMZ2.6c parecem aumentar com a exposição à 
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infecção e podem contribuir para a imunidade parasitária. Nossos dados mostraram 

que a proteína GMZ2.6c é amplamente reconhecida por anticorpos naturalmente 

adquiridos de indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária no Brasil e que 

esses anticorpos podem contribuir com a imunidade antiparasitária. Esses dados 

realçam a importância da GMZ2.6c como uma candidata a vacina antimalárica. 
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3.2. Artigo 2 – B-cell epitope mapping of the Plasmodium falciparum 

malaria vaccine candidate GMZ2.6c in naturally exposed population 

of the Brazilian Amazon 

A GMZ2.6c é uma proteína quimérica candidata a vacina multiestágio contra 

Plasmodium falciparum que contêm o fragmento de estágio sexuado Pfs48/45-6C 

geneticamente fusionado a GMZ2, uma construção vacinal de fase assexuada que 

consiste na região N-terminal da Proteína Rica em Glutamato (GLURP) e C-terminal 

da Proteína 3 de Superfície de Merozoíto (MSP-3). Estudos anteriores mostraram 

que a GMZ2.6c é amplamente reconhecida por anticorpos de indivíduos brasileiros 

expostos a malária e que seus componentes são imunogênicos após infecção 

natural por P. falciparum. Além disso, anticorpos anti-GMZ2.6c aumentam com a 

exposição a infecção e podem contribuir com a imunidade antiparasitária. Portanto, 

identificar epítopos de proteínas reconhecidas por anticorpos pode ser uma 

importante ferramenta para compreender a imunidade protetora. Nesse trabalho, nós 

identificamos e validamos epítopos de células B imunodominantes da GMZ2.6c em 

indivíduos expostos a malária residentes em áreas endêmicas da Amazônia 

Brasileira. Anticorpos IgG e subclasses específicos contra epítopos da GLURP, 

MSP-3 e Pfs48/45 foram detectados por ELISA utilizando peptídeos sintéticos 

correspondentes a epítopos de células B previamente descritos para a MSP-3 e 

GLURP ou identificados pelo BepiPred 1.0 para a Pfs48/45. Os resultados 

mostraram que os epítopos immunodominantes foram P11 da GLURP, e MSP-3c e 

DG210 da MSP-3. As subclasses IgG1 e IgG3 foram preferencialmente induzidas 

contra os epítopos, corroborando com estudos anteriores de que estas proteínas são 

alvos de anticorpos citofílicos, importantes para a aquisição da imunidade protetora.  

A maioria dos indivíduos apresentou anticorpos IgG detectáveis contra Pfs48/45a 

e/ou Pfs48/45b, validando a predição de epítopos lineares de células B. A alta 

frequência e níveis de anticorpos contra diferentes epítopos derivados da GLURP, 

MSP-3 e Pfs48/45 fornece informações adicionais que podem sugerir a relevância 

da GMZ2.6c como candidata a vacina contra malária. 
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3.3. Resultados complementares 

3.3.1. Ensaio de Imunofluorescência 

 

Anticorpos IgG de 20 indivíduos das áreas endêmicas de malária estudadas 

com altos níveis de anticorpos IgG específicos contra GLURP e MSP-3 foram 

purificados por cromatografia de afinidade usando colunas Hi-Trap Proteína G de 

1mL (GE Healthcare Life Sciences), de acordo com as instruções do fabricante. Em 

resumo, amostras de plasma foram centrifugadas (14.000 RPM por 5 minutos), o 

sobrenadante foi filtrado em um filtro de 0.45μm (Millipore) e adicionado numa 

coluna equilibrada com tampão fosfato de sódio 0.02M, pH 7, a uma taxa de fluxo de 

1mL/min. A fração IgG foi eluida com tampão 0.1M glicina/HCL, pH 2.7, com a 

mesma taxa de fluxo. As frações eluidas foram imediatamente neutralizadas com 1M 

Tris/HCL, pH 9, e dialisadas contra PBS. Os anticorpos específicos anti-GLURP e -

MSP-3 foram purificados do IgG total por cromatografia de afinidade utilizando 

colunas Hi-Trap NHS-activated de 1mL (GE Healthcare Life Sciences) contendo 1mg 

de GLURP-R0 ou MSP-3-C-terminal acoplados a coluna de acordo com as 

instruções do fabricante. IgG total foi adicionado nas colunas com GLURP e MSP-3 

equilibrada com tampão fosfato de sódio 0.02M, pH 7, a uma taxa de fluxo de 

1mL/min. Anticorpos IgG específicos ligados a coluna foram eluidos com tampão 

0.1M glicina/HCL, pH 2.7, com a mesma taxa de fluxo. As frações eluidas foram 

imediatamente neutralizadas com 1M Tris/HCL, pH 9, e dialisadas contra PBS. 

Também foram purificados anticorpos IgG do plasma de 5 indivíduos de área não 

endêmica de malária no Rio de Janeiro (NIG - controle negativo) e de 1 pool de 

imunoglobulinas de Africanos hiperimunes (PIAG – controle positivo). Os anticorpos 

purificados foram esterilizados em filtro 0.22μm (Millipore), quantificados utilizando 

NanoDropTM Lite (Thermo Fisher Scientific) e armazenados a -20ºC até a sua 

utilização.  

 

Os parasitos Plasmodium falciparum (cepa D10) foram cultivados em 

hemácias humanas do tipo O+, em um hematócrito de 4% em meio RPMI-HEPES 

(Sigma-Aldrich) suplementado com 0.5% (w/v) de AlbumaxTM (Invitrogen), e mantidos a 

37ºC na mistura ideal de gases (5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2) (160). A cultura 

foi sincronizada pelo tratamento com sorbitol (Sigma-Aldrich), como descrito 
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anteriormente (161). O isolamento dos merozoítos foi realizado como descrito 

previamente (162), esquizontes foram tratados com 10μM do inibidor de protease E64 

(Sigma-Aldrich) por cerca de 12 horas. Após isso, a cultura foi filtrada em filtro de 

1.2μm/32mm (Millipore) e a hemozoína foi removida através da passagem do filtrado 

em coluna magnética LS (Miltenyi Biotec). 

 

Os merozoítos isolados foram incubados por 1h com 100 μg/ml de anticorpos 

purificados anti-MSP-3 ou -GLURP, além de IgG total dos controles positivo e 

negativo à 37ºC. O complexo merozoítos e anticorpos foi lavado 3 vezes com 

tampão fosfato salina 1X (Phosphate Buffered Saline – PBS) e fixado nas lâminas 

com 4% de paraformaldeído (ProSciTech) por 30 minutos. Após secagem, as 

lâminas foram bloqueadas com PBS 1x contendo 3% de Albumina de Soro Bovina 

(Bovine Serum Albumin – BSA) (Sigma-Aldrich) por 1h. As lâminas foram lavadas 

com PBS 1X e incubadas com anticorpo anti-IgG humana diluído (1:2000) em PBS 

1X contendo 3% de BSA por 30 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas e 

incubadas com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa594 diluído 

(1:1000) em PBS 1X contendo 3% de BSA por 30 minutos. As lâminas foram 

lavadas, montadas em meio de montagem Vectashield (Vecta Laboratories) 

contendo 0.1 μg/ml 4', 6–diamidino-2-phenylindole (DAPI, Invitrogen), seladas e 

mantidas a 4ºC sob o abrigo de luz até a obtenção das imagens.  As imagens foram 

capturas utilizando o microscópio invertido Nikon Eclipse Ti Confocal (Nikon) com a 

objetiva de 100x 1.45, e tratadas utilizando o software ImageJ (National Institute of 

Health). 

 

Verificamos que os anticorpos IgG naturalmente adquiridos dirigidos às 

regiões R0 da GLURP e C-terminal da MSP-3 de indivíduos residentes nas áreas 

endêmicas estudadas e as IgGs purificadas do controle positivo reconheceram a 

proteína nativa em ensaios de imunofluorescência. Como esperado, as IgGs 

purificadas do controle negativo não reconheceram o parasito (Figura 10). 
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Figura 10: Anticorpos anti-GLURP e anti-MSP-3 são capazes de reconhecer a 
proteína nativa do parasito. NIG: Controle negativo; PIAG: Controle positivo. Barra de escala 

representa 5 μm.  
 

 

3.3.2. Avaliação da resposta imune celular contra a proteína GMZ2.6c e 

seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45). 

 

Aproximadamente 16mL de sangue foram coletados por via endovenosa em 

tubos vacuntainer com heparina (Becton & Dickinson). As células mononucleares do 

sangue periférico (Peripheral blood mononuclear cells - PBMCs) foram isoladas por 

centrifugação em gradiente ficoll-hypaque usando o Histopaque densidade 

1,077g/ml (Sigma-Aldrich), na proporção 2:1 e centrifugado por 30 minutos a 400 x g 

à temperatura ambiente. As células foram lavadas três vezes com PBS 1X, 

ressuspendidas em Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.) 

inativado com 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) e transferidas para 

tubos de criopreservação. Os tubos foram armazenados em recipientes Mr. FrostyTM 
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(Nalgene, Sigma-Aldrich) à -70ºC por pelo menos 12 horas e transferidas para o 

nitrogênio líquido (N2), onde permaneceram até o momento do uso. 

 

O descongelamento das amostras criopreservadas foi realizado pela imersão 

em banho-maria a 37ºC, seguido da adição de 0,5mL, 1mL, 2mL e 4mL de solução 

de descongelamento (RPMI 1640 contendo 2mM L-glutamina (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 10% de SFB) em intervalos de 1 minuto. Após isso, as amostras 

foram lavadas duas vezes e ressuspendidas em 1mL de meio RPMI 1640 completo 

(10mM de Hepes (Sigma-Aldrich), 1mM de piruvato de sódio (Gibco Industries, Inc.), 

200U/mL de penicilina e 200µg/mL de estreptomicina (Gibco Industries, Inc.), 55µM 

de 2-mercaptoetanol (Gibco Industries, Inc.) e 2g/L de bicarbonato de sódio (Sigma-

Aldrich), suplementado com 10% de SFB) para contagem das células. Para a 

contagem das células, 5µL de suspensão celular foram adicionados em 95µL de azul 

de tripan 0.2% (Sigma-Aldrich). Um volume de 10µL dessa solução foi adicionado na 

câmara de Neubauer (Bright-line, Electron Microscopy Sciences) e células viáveis e 

não viáveis foram contadas em microscópio ótico (Olympus BH2, Global Medical 

Instrumentation Inc.) em aumento de 40X. As amostras foram ajustadas para 2,5 x 

105 de células/100µL para posterior utilização para avaliação das populações 

celulares ex-vivo e após cultura na ausência e presenças dos estímulos GMZ2.6c 

(10µg/mL), GLURP-R0 (10µg/mL), MSP-3-C-terminal (10µg/mL) e Pfs48/45-6C 

(10µg/mL), e os mitógenos PMA (50ng/mL) e Ionomicina (250ng/mL) por 96 horas à 

37ºC em uma atmosfera de 5% de CO2, e ELISpot para mapeamento dos epítopos 

de célula T. 

 

 

3.3.2.1. Imunofenotipagem das subpopulações linfocitárias 

 

Para a imunofenotipagem das populações linfocitárias por citometria de fluxo, 

as células (ex vivo e após cultura celular) de 18 indivíduos expostos a infecção não 

parasitados (Grupo EXP) e 8 indivíduos parasitados por P. falciparum (Grupo PF) 

foram incubadas com 100µL de PBS 1X suplementado com 1% de SFB contendo 

anticorpos monoclonais direcionados a moléculas de superfície celular por 40 

minutos à 4ºC sob o abrigo da luz (Anti-CD69 PE-Cy, anti-CD3 APC-H7, anti-CD4 

PE, anti-CD8 BV650, anti-CD19 BV421, anti-CD4 PerCP Cy 5.5, anti-CD45 RA PE-

Cy7, anti-CD45 RO BB515, anti-CD197 PE e anti-CD62L APC – BD cat – 335792, 
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56016, 561844, 563821, 562440, 560650, 560675, 564529, 560765 e 559772, 

respectivamente, BD Biosciences). Após a marcação, as células ex vivo foram 

lavadas e fixadas com paraformaldeído 2% (Sigma-Aldrich) por 30 minutos, lavadas, 

ressuspendidas em 300µL de PBS 1X e mantidas a 4ºC sob o abrigo da luz até 

serem adquiridas. As células provenientes da cultura celular, após marcação, foram 

lavadas e incubadas com 100µL de tampão de Anexina V contendo Anexina V e 7-

AAD (BD Biosciences) por 15 minutos à 4ºC sob o abrigo da luz, ressuspendidas em 

300µL de tampão de anexina V e rapidamente adquiridas. As células foram 

adquiridas pelo citômetro de fluxo CytoFlex (BeckmanCoulter) da Plataforma de 

Citometria de Fluxo do Instituto Oswaldo Cruz e os dados obtidos foram analisados 

no software Flow Jo (TreeStar). As análises estatísticas foram realizadas usando o 

software GraphPadPrism (GraphPad Software, Inc) e as diferenças foram verificadas 

pelos testes One-Way ANOVA seguido do Tukey’s posttest para múltiplas análises e 

teste T de Student para diferenças entre dois grupos, sendo um valor de p<0.05 

considerado estatisticamente significativo. 

 

 
3.3.2.1.1. Caracteristicas da população estudada 

 

A resposta celular foi avaliada em indivíduos expostos não infectados e 

infectados por P. falciparum. Não observamos quaisquer diferenças em relação a 

gênero, idade, tempo de residência em área endêmica, número de episódios 

anteriores e tempo decorrido desde a última infecção de malária (Tabela 2). 
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Tabela 2: Caracteristicas pessoais e epidemiológicas dos grupos EXP e PF 

para avaliação da resposta imune celular contra as proteínas recombinantes 

GMZ2,6c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45. 

 

 
 
 
 

3.3.2.1.2. Avaliação da viabilidade celular ex vivo e após cultivo de 96h 

 

A viabilidade das células mononucleares de sangue periférico foi avaliada 

pela contagem de células coradas por azul de tripan após o descongelamento. 

Indivíduos expostos não infectados apresentaram uma maior frequência de células 

viáveis (93.78% ± 0.95) quando comparado aos indivíduos parasitados por P. 

falciparum (90% ± 1.35) (p = 0.039). 

 

Após o cultivo de 96h, as PBMCs foram marcadas com 7-AAD e Anexina V e 

a análise da viabilidade celular foi realizada por citometria de fluxo (Figura 11). 

Nenhuma diferença significativa foi observada entre a frequência de linfócitos viáveis 

de indivíduos dos grupos EXP e PF após o cultivo de 96h na ausência ou presença 

de diferentes estímulos (Figura 12). 

  EXP (n=18) PF (n=8) 

Dados pessoais    
Gênero Masculino 11 (61.1%) 4 (50%) 

 
 

 Feminino 7 (38.9%) 4 (50%) 

Idade 
 

 32.9 ± 16.2 36.3 ± 11.2 

Tempo de residência em área endêmica 
de malária (anos) 

 

 30.8 ± 17 28.7 ± 16.2 

Dados clínicos e epidemiológicos    

Número de episódios anteriores de malária 
 

 9 ± 7.4 15.3 ± 9.3  

Tempo decorrido desde o último episódio 
de malária (meses) 

 34.1 ± 28.4 12.2 ± 10.5 
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Figura 11: Representação gráfica da estratégia utilizada para quantificar o 
percentual de linfócitos viáveis (7-AAD-Anexina V-) após cultura de 96h na 
ausência ou presença de diferentes estímulos. 
 

 

 

Figura 12: Avaliação da viabilidade celular após cultivo de 96h na ausência ou 
presença dos estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e PMA/Ionomicina. 
As barras representam as médias e as linhas o desvio padrão. EXP: Grupo exposto a malária não 
parasitado; PF: Grupo exposto a malária parasitado por P. falciparum. 

 

Nossos resultados mostraram uma redução na viabilidade celular após a 

cultura de 96h quando comparado a viabilidade após o descongelamento, e essa 

redução da viabilidade é independente da presença ou do estímulo utilizado. 
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3.3.2.1.3. Avaliação das populações de linfócitos T CD4+, T CD8+ e B 

 

As populações de linfócitos T CD4+, T CD8+ e B (CD19+) de indivíduos 

expostos não parasitados e parasitados por P. falciparum ex vivo e estimuladas por 

96h na ausência e presença dos estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e 

PMA/ionomicina foram avaliadas por citometria de fluxo (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Representação gráfica das estratégias de gates utilizadas para a 
quantificação do percentual de linfócitos T CD4+ (CD3+CD4+), CD8+ (CD3+CD8+) 
e B (CD19+) ex vivo (A) e após cultura de 96h na ausência ou presença de 
diferentes estímulos (B). 
 

 

Nos experimentos ex vivo, os linfócitos T CD4+ foram encontrados em maior 

frequência quando comparadas com os linfócitos T CD8+ (p < 0.0005) e linfócitos B 

(p < 0.0005) nos grupos estudados. Da mesma forma, linfócitos T CD8+ foram 

encontrados em maior frequência quando comparados aos linfócitos B nos grupos 

EXP (p < 0.0005) e PF (p = 0.0006). Não observamos nenhuma diferença 

significativa entre as frequências de linfócitos T CD4+, T CD8+ e B nos grupos 

estudados (Tabela 3). 
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Tabela 3: Frequências de linfócitos T CD4+, T CD8+ e B ex vivo dos indivíduos 

dos grupos EXP e PF. 

 

Linfócitos EXP PF 

T CD4+ (%) 68.03 ± 8.99 71.91 ± 6.29 

T CD8+ (%) 24.34 ± 7.4 22.03 ± 4.74 

B (%) 11.51 ± 3.99 9.74 ± 5.41 

EXP: Grupo exposto a malária não parasitado; PF: Grupo exposto a malária parasitado por P. 
falciparum. 

 

 

Não observamos diferença significativa no percentual de células T CD4+ na 

ausência ou presença dos diferentes estímulos nos grupos estudados. Entretanto, 

indivíduos do grupo PF apresentaram maiores percentuais de linfócitos T CD4+ após 

os estímulos com GMZ2.6c (p = 0.0139), GLURP (p = 0.02), MSP-3 (p = 0.0369) e 

Pfs48/45 (p = 0.022) quando comparados com indivíduos do grupo EXP. Indivíduos 

do grupo EXP apresentaram percentuais semelhantes de linfócitos T CD8+ na 

ausência ou presença de diferentes estímulos, enquanto um maior percentual de 

linfócitos T CD8+ no grupo PF foi observado após o estímulo com GLURP quando 

comparado as células não estitumuladas e estimuladas com GMZ2.6c, MSP-3 e 

Pfs48/45 (p < 0.0005 para todas as análises). Quando comparamos as frequências 

de células T CD8+ entre os dois grupos, observamos um menor percentual no grupo 

PF após o estímulo com a GMZ2.6c (p = 0.033) e maior percentual após o estímulo 

com a GLURP (p = 0.004). Não observamos diferenças significativas entre o 

percentual de linfócitos B nos dois grupos estudados na ausência ou presença dos 

diferentes estímulos (Figura 14). 
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Figura 14: Avaliação das populações de linfócitos T CD4+, CD8+ e B após 
cultivo de 96h na ausência ou presença dos estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-
3, Pfs48/45 e PMA/Ionomicina. As barras representam as médias e as linhas o desvio padrão. 

EXP: Grupo exposto a malária não parasitado; PF: Grupo exposto a malária parasitado por P. 
falciparum. 
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3.3.2.1.4. Avaliação da ativação celular ex vivo e após cultivo de 96h na 

ausência ou presença dos estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 

e PMA/Ionomicina 

 

A ativação celular ex vivo e após cultura na ausência ou presença de 

diferentes estímulos foi avaliada através da expressão do marcador de ativação 

CD69 por citometria de fluxo (Figura 15). 

 
Figura 15: Representação gráfica das estratégias de gates utilizadas para a 
quantificação do percentual de linfócitos T CD4+ (CD3+CD4+CD69+), CD8+ 
(CD3+CD8+CD69+) e B (CD19+CD69+) ativados. 
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Os grupos EXP e PF apresentaram perfis semelhantes de ativação de 

linfócitos T CD4+ ex vivo, entretanto observamos maiores percentuais de ativação de 

linfócitos T CD8+ (p = 0.001) e B (p = 0.008) no grupo PF quando comparado ao 

grupo EXP. Após o cultivo de 96h, podemos observar um maior percentual de 

linfócitos T CD4+ e B ativados na ausência (p = 0.0122 e p = 0.0026 para linfócitos T 

CD4+ e B, respectivamente) e presença do estímulo GMZ2.6c (p = 0.0204 e p = 

0.0162 para linfócitos T CD4+ e B, respectivamente) no grupo PF quando comparado 

ao grupo EXP, enquanto nenhuma diferença estatística foi observada no perfil de 

ativação dos linfócitos T CD8+ nos dois grupos na ausência ou presença de 

diferentes estímulos e linfócitos T CD4+ e B estimulados com GLURP, MSP-3 e 

Pfs48/45. Adicionalmente, verificamos um menor percentual de linfócitos B ativados 

nas células ex vivo quando comparadas as células estimuladas com GMZ2.6c (p = 

0.0292) e Pfs48/45 (p = 0.0119) no grupo PF (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4: Ativação celular dos linfócitos T CD4+, T CD8+ e B de indivíduos dos 

grupos EXP e PF ex vivo e após 96h de cultura na ausência ou presença dos 

estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e PMA/Ionomicina. 

 EXP PF 

 CD4+CD69+ CD8+CD69+ CD19+CD69+ CD4+CD69+ CD8+CD69+ CD19+CD69+ 

Ex vivo 0.46 ± 0.4 0.59 ± 0.4 1.74 ± 1.8 0.43 ± 0.2 1.21 ± 0.4 a 3.72 ± 0.8 b, * 

Branco 0.56 ± 0.2 2.09 ± 2.1 4.1 ± 3.2 0.79 ± 0.2 c 2.89 ± 2.4 7.58 ± 3.3 d 

GMZ2.6c 0.49 ± 0.3 2.98 ± 2.9 5.16 ± 4.1 0.92 ± 0.2 e 4.3 ± 4.8 9.89 ± 4.8 f 

GLURP 0.49 ± 0.3 2.14 ± 2.2 3.98 ± 3.6 0.65 ± 0.2 3.22 ± 2.5 6.87 ± 2.6 

MSP-3 0.58 ± 0.4 3.11 ± 3.5 7.05 ± 6.7 0.87 ± 0.2 3.56 ± 3.3 9.28 ± 4.2 

Pfs48/45 0.89 ± 1.2 3.32 ± 4.1 6.04 ± 5.6 1.11 ± 0.3 4.84 ± 4.6 10.51 ± 5.9 

PMA/Ion 83.23 ± 5.2 87.1 ± 10.7 87.89 ± 12.9 77 ± 11.2 88.46 ± 7.2 96.65 ± 2.1 

 
EXP: Grupo exposto a malária não parasitado; PF: Grupo exposto a malária parasitado por P. 
falciparum; Ion: Ionomicina. a p = 0.001 CD8+CD69+ PF versus EXP ex vivo; b p = 0.008 CD8+CD69+ 
PF versus EXP ex vivo; c p = 0.0122 CD4+CD69+ PF versus EXP e d p = 0.0026 CD19+CD69+ PF 
versus EXP sem estímulo; e p = 0.0204 CD4+CD69+ PF versus EXP e f p = 0.0162 CD19+CD69+ PF 
versus EXP GMZ2.6c; * p = 0.0292 CD19+CD69+ ex vivo versus GMZ2.6c e p = 0.0119 
CD19+CD69+ ex vivo versus Pfs48/45.  
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3.3.2.1.5. Caracterização funcional das populações de linfócitos T CD4+ e 

CD8+ ex vivo 

 

As subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ foram caracterizadas como 

naive (CD45RA+CD45RO-), em transição naive/memória (CD45RA+CD45RO+) e 

memória (CD45RA-CD45RO+) de acordo com a expressão das diferentes isoformas 

do antígeno leucocitário comum CD45RA e CD45RO. Além disso, as células T de 

memória foram caracterizadas como células de memória central (CD197+CD62L+) e 

memória efetora (CD197-CD62L-) de acordo com a expressão das moléculas CCR7 

e CD62L (Figura 16).  

 

Figura 16: Representação gráfica das estratégias de gates utilizadas para a 
quantificação do percentual das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ 
naive (CD45RA+CD45RO-), em transição naive/memória (CD45RA+CD45RO+) e 
de memória (CD45RA-CD45RO+), assim como as subpopulações de linfócitos T 
de memória central (CD45RO+CD197+CD62L+) e efetora (CD45RO+CD197-

CD62L-). 
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A caracterização de linfócitos T CD4+ e CD8+ demonstrou percentuais 

semelhantes de células naive, em transição naive/memória e de memória nos dois 

grupos estudados. Nos grupos EXP e PF um menor percentual de células T CD4+ 

em transição naive/memória foi observado quando comparado aos percentuais de 

células T CD4+ naive e de memória (p < 0.005 para todas as análises). Entretanto, 

somente no grupo EXP um maior percentual de linfócitos T CD4+ de memória 

quando comparado ao percentual de linfócitos T CD4+ naive foi observado (p < 

0.0005). Em relação aos linfócitos T CD8+, observamos maiores percentuais de 

células T CD8+ naive nos dois grupos estudados (p < 0.0005 para todas as 

análises). Contudo, somente o grupo exposto apresentou um maior percentual de 

linfócitos T CD8+ de memória quando comparado ao percentual de células T CD8+ 

em transição naive/memória (p < 0.0005) (Figura 17). 

Figura 17: Subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ naive, em transição 
naive/memória e de memória nos grupos EXP e PF ex vivo. As barras representam 

as médias e as linhas o desvio padrão. EXP: Grupo exposto a malária não parasitado; PF: Grupo 
exposto a malária parasitado por P. falciparum. CD45RA+CD45RO-: naive; CD45RA+CD45RO+: 
Transição naive/memória; CD45RA-CD45RO+: memória. 
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Os linfócitos T CD4+ e CD8+ de memória foram ainda caracterizados como 

linfócitos T de memória central e efetora. Podemos observar um maior percentual de 

células T CD4+ de memória efetora no grupo EXP quando comparado ao percentual 

de células T CD4+ de memória central (p < 0.0005) enquanto nenhuma diferença 

significativa foi observada no grupo PF. Entretanto quando comparamos os dois 

grupos, observamos uma redução no percentual de células T CD4+ de memória 

efetora (p = 0.0143) e aumento no percentual de células T CD4+ de memória central 

(p = 0.0162) no grupo PF. Em relação aos linfócitos T CD8+, um maior percentual de 

linfócitos T CD8+ de memória efetora quando comparado ao percentual de linfócitos 

T CD8+ de memória central foi observado nos dois grupos (p < 0.0005). No grupo 

PF, um maior percentual de linfócitos T CD8+ de memória central foi observado 

quando comparado ao grupo EXP (p = 0.0287) (Figura 18). 

 

 

Figura 18: Subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ de memória central e 
efetora nos grupos EXP e PF ex vivo. As barras representam as médias e as linhas o 

desvio padrão. EXP: Grupo exposto a malária não parasitado; PF: Grupo exposto da malária 
parasitado por P. falciparum.CD197+CD62L+: memória central; CD197-CD62L-: memória efetora. 
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3.3.2.1.6. Caracterização funcional das populações de linfócitos T CD4+ e 

CD8+ após cultivo de 96h na ausência ou presença dos estímulos 

GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e PMA/Ionomicina 

 

A caracterização funcional das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ 

também foi realizada após cultivo de 96h na ausência ou presença dos estímulos 

GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e PMA/Ionomicina. Não observamos diferenças 

significativas entre os percentuais de linfócitos T CD4+ naive, em transição 

naive/memória e de memória entre os dois grupos na ausência ou presença de 

diferentes estímulos (Figura 19). 
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Figura 19: Subpopulações de linfócitos T CD4+ naive, em transição 
naive/memória e de memória nos grupos EXP e PF após cultivo de 96h na 
ausência e presença dos estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e 
PMA/Ionomicina. As barras representam as médias e as linhas o desvio padrão. EXP: Grupo 

exposto a malária não parasitado; PF: Grupo exposto a malária parasitado por P. falciparum; Ion: 
Ionomicina. CD45RA+CD45RO-: naive; CD45RA+CD45RO+: Transição naive/memória; CD45RA-

CD45RO+: memória. 
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Entretanto, quando comparamos os percentuais de linfócitos T CD4+ de 

memória central e efetora nos dois grupos, observamos maiores percentuais de 

linfócitos T CD4+ de memória central no grupo PF quando comparado ao grupo EXP 

após o cultivo na ausência (p = 0.0316) e presença dos estímulos GMZ2.6c (p = 

0.0065), GLURP (p = 0.0033) e Pfs48/45 (p = 0.0086). Além de um menor 

percentual de linfócitos T CD4+ de memória efetora no grupo PF quando comparado 

ao grupo EXP após o cultivo na ausência (p = 0.0098) e presença dos estímulos 

GMZ2.6c (p = 0.006), GLURP (p = 0.0003), MSP-3 (p = 0.0115) e Pfs48/45 (p = 

0.0022) (Figura 20). 

 

 

Figura 20: Subpopulações de linfócitos T CD4+ de memória central e efetora 
nos grupos EXP e PF após cultivo de 96h na ausência e presença dos 
estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e PMA/Ionomicina. As barras 

representam as médias e as linhas o desvio padrão. EXP: Grupo exposto a malária não parasitado; 
PF: Grupo exposto a malária parasitado por P. falciparum; Ion: Ionomicina. CD197+CD62L+: memória 
central; CD197-CD62L-: memória efetora. 
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Também não observamos diferenças significativas entre os percentuais de 

linfócitos T CD8+ naive e de memória entre os dois grupos na ausência ou presença 

de diferentes estímulos. No entanto, um maior percentual de linfócitos T CD8+ em 

transição naive/memória após o estímulo com Pfs48/45 quando comparado ao 

branco no grupo PF foi observado (p = 0.0426) (Figura 21). 

 
Figura 21: Subpopulações de linfócitos T CD8+ naive, em transição 
naive/memória e de memória nos grupos EXP e PF após cultivo de 96h na 
ausência e presença dos estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e 
PMA/Ionomicina. As barras representam as médias e as linhas o desvio padrão. EXP: Grupo 

exposto a malária não parasitado; PF: Grupo exposto a malária parasitado por P. falciparum; Ion: 
Ionomicina. CD45RA+CD45RO-: naive; CD45RA+CD45RO+: Transição naive/memória; CD45RA-

CD45RO+: memória. 
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Quando comparamos os percentuais de linfócitos T CD8+ de memória central 

e efetora nos dois grupos, observamos maiores percentuais de linfócitos T CD8+ de 

memória central no grupo PF quando comparado ao grupo EXP após o cultivo na 

ausência (p = 0.0236) e presença dos estímulos GMZ2.6c (p = 0.0391), GLURP (p = 

0.0088) e Pfs48/45 (p = 0.012). Além de um menor percentual de linfócitos T CD8+ 

de memória efetora no grupo PF quando comparado ao grupo EXP após o cultivo na 

presença dos estímulos GLURP (p = 0.013) e Pfs48/45 (p = 0.017) (Figura 22). 

Figura 22: Subpopulações de linfócitos T CD8+ de memória central e efetora 
nos grupos EXP e PF após cultivo de 96h na ausência e presença dos 
estímulos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3, Pfs48/45 e PMA/Ionomicina. As barras 

representam as médias e as linhas o desvio padrão. EXP: Grupo exposto a malária não parasitado; 
PF: Grupo exposto a malária parasitado por P. falciparum; Ion: Ionomicina. CD197+CD62L+: memória 
central; CD197-CD62L-: memória efetora. 
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3.3.2.2.  Identificação e validação de epítopos de célula T da GMZ2.6c. 

 

Potenciais epítopos de células T das sequências da GLURP-R0, MSP-3-C-

terminal e Pfs48/45-6c foram identificados utilizando o Banco de Dados de Epítopos 

Imunes (Immune Epitope DataBase - IEDB), como ferramenta de análise que utiliza 

os algoritmos ANN aka NetMHC (163,164) para calcular a afinidade de ligação de 

peptídeos a diferentes alelos dos Antígenos Leucocitários Humano (Human 

Leukocyte Antigen – HLA) por meio de redes neurais artificiais e matrizes de 

pontuação, SMM (165) para calcular matrizes a partir de dados de afinidade 

quantitativos de peptídeos que se ligam a moléculas de MHC e Comblib (166) um 

conjunto de preditores que foram derivados de medições de afinidade de ligação de 

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

sequências com pontuação média consenso inferior a 20% e, pelo menos 50% da 

frequência de ligação ao HLA foram identificadas como potenciais epítopos de célula 

T (Tabela 5) e foram comercialmente sintetizadas (GenOne Biotechnologies) para 

validação pelo ensaio de ELISpot. 

 

Tabela 5: Peptídeos usados no ensaio de ELISpot. 

Pool Peptídeo Sequência Aminoácidos 

MSP-3 Classe I (Mpp I) Mp 1 SSYDYILGWEF 188 - 198 

 
Pfs48/45 Classe I 

 (Ppp I) 

Pp 1 KSAYMTVTI 417 - 425 

Pp 2 HTFTDSLDISL 308 - 318 

Pp3 KLFGIVGSI 394 - 402 

Pp4 GSIPKTTSF 400 - 408 

Pfs48/45 Classe II 
(Ppp II) 

Pp5 LEPSNIVYLDSQINIGDI 364 - 381 

Pp6 IIPDCFFQVYQPESEELE 348 - 365 

 
 

GLURP Classe I  
(Gpp I) 

Gp 1 KVQNHFESL 206 - 214 

Gp 2 KSNKVQNHF 203 - 211 

Gp 3 LVSENVPSGL 141 - 150 

Gp 4 KQNSQIPSL 369 - 377 

Gp 5 ETNIQEQLY 252 - 360 

 

 

 

Os ensaios de ELISpot foram realizados utilizando o kit comercial ELISpot 

Plus: Human IFN-γ (ALP) (MabTech) seguindo as indicações do fabricante. 

Brevemente, culturas celulares foram realizadas em duplicatas em placas de 
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nitrocelulose pré-sensibilizadas com anticorpo monoclonal de captura anti-IFN-γ 

(Clone D1K). As placas foram bloqueadas com meio RPMI 1640 suplementado com 

10% de SFB por 30 minutos e lavadas quatro vezes com PBS 1X. As células (2,5 x 

105/poço) foram adicionadas nas placas na presença de meio sem estímulo, 10μg/ml 

de cada pool de peptídeos ou anticorpo monoclonal CD3-2 como controle positivo. 

As células foram estimuladas por 24 horas à 37ºC em uma atmosfera de 5% de CO2. 

Após a estimulação, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS 1X e incubadas 

com 1μg/ml de anticorpo biotinilado anti-IFN-γ humano (Clone 7-B6-1) diluído em 

PBS 1X contendo 0.5% de SFB por 1 hora e 30 minutos à 37ºC. As placas foram 

lavadas quatro vezes com PBS 1X e incubadas com Estreptavidina conjugada com 

fosfatase alcalina diluída (1:1000) em PBS 1X contendo 0.5% SFB por 1 hora em 

temperatura ambiente. As placas foram lavadas quatro vezes e reveladas com 1-

step NBT/BCIP. A reação foi parada pela lavagem da membrana com água 

destilada. Os Spots formados pelas células secretoras de IFN-γ foi contado com o 

Immunospot reader (Cellular Technology Ltd) usando o Immunospot Software. Os 

resultados obtidos no ensaio de ELISpot foram expressos como células formadoras 

de spot (Spot-forming cells – SFC) por 250.000 células. Indivíduos foram 

considerados respondedores quando a média do número de spot dos poços com 

estímulo diminuído da média do número de spot dos poços sem estímulo foi maior 

do que 20 SFC/2,5 X 105 células. Os dados foram armazenados no bando de dados 

Epi-Info 6 (Centers for Disease Control and Prevention) e analisados no 

GraphPadPrism (GraphPad Software, Inc). A diferença entre as frequências de 

respondedores foi avaliada pelo teste qui-quadrado e o teste T de Student foi usado 

para comparar as médias de SFC/2,5 X 105 células de cada pool de peptídeos. As 

associações entre os dados clínicos e epidemiológicos e indivíduos respondedores e 

não respondedores foram realizadas utilizando o teste de Mann-Whitney. 

 

Células de 31 indivíduos expostos a infeção não parasitados (Grupo EXP) e 8 

indivíduos parasitados por P. falciparum (Grupo PF) foram utilizadas nos ensaios de 

ELISpot. Não observamos quaisquer diferenças em relação a gênero, idade, tempo 

de residência em área endêmica e tempo decorrido desde a última infecção de 

malária, entretanto, indivíduos do grupo EXP apresentaram um menor número de 

infecções anteriores de malária que o grupo PF (p = 0.0389) (Tabela 6). 
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Tabela 6: Caracteristicas pessoais e epidemiológicas dos grupos EXP e PF 

para o mapeamento de epítopos de células T da GMZ2.6c. 

  EXP (n=31) PF (n=8) 

Dados pessoais    
Gênero Masculino 14 (45.2%) 4 (50%) 
 
 

Feminino 17 (54.8%) 4 (50%) 

Idade 
 

 35.5 ± 13.7 36.3 ± 11.2 

Tempo de residência em área endêmica 
de malária (anos) 
 

 34.9 ± 13.4 28.7 ± 16.2 

Dados clínicos e epidemiológicos    
Número de episódios anteriores de 
malária 
 

 7.9 ± 7.5* 15.3 ± 9.3  

Tempo decorrido desde o último episódio 
de malária (meses) 
 

 51 ± 84 12.2 ± 10.5 

p = 0.0389 EXP versus PF. 

 

 

As frequências de indivíduos respondedores para os pools Mpp I, Ppp I, Ppp 

II e Gpp I foram, respectivamente: 16.1% (5/31), 38.7% (12/31), 29% (9/31) e 12.9% 

(4/31) no grupo EXP e; 75% (6/8), 0% (0/8), 25% (2/8) e 25% (2/8) no grupo PF 

(Figura 23). 

 
Figura 23: Frequência de indivíduos respondedores para os pools de 
peptídeos Mpp I, Ppp I, Ppp II e Gpp I nos grupos EXP e PF.  Diferenças estatísticas 

de respondedores de diferentes pools de peptídeos no mesmo grupo estão representadas por * e 
diferenças estatísticas de respondedores do mesmo pool de peptídeos em grupos diferentes estão 
representadas por +. (*; +) P < 0.05; (**; ++) P < 0.005. 
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 Indivíduos do grupo EXP apresentaram uma maior frequência de resposta 

para o pool Ppp I quando comparados aos pools Mpp I (p = 0.04) e Gpp I (p = 0.02), 

enquanto no grupo PF, uma maior frequência de respondedores para o pool Mpp I (p 

= 0.001 para Ppp I; p = 0.04 para Ppp II e Gpp I) foi observada. Quando 

comparamos os grupos EXP e PF, verificamos que indivíduos parasitados por P. 

falciparum apresentaram uma maior frequência de resposta contra o pool Mpp I (p = 

0.001) e menor frequência de resposta contra o pool Ppp I (p = 0.03). Nenhuma 

diferença foi observada nos números de SFC/2,5 X 105 células entre os indivíduos 

respondedores para cada pool de peptídeos (Grupo EXP: Mpp I = 26.9 ± 6.4; Ppp I = 

40.1 ± 20.3; Ppp II = 39.5 ± 29.8; Gpp I = 45.5 ± 20.6; Grupo PF: Mpp I = 41.3 ± 

32.1; Ppp II = 23 ± 3.5; Gpp I = 34.2 ± 7.4) (Figura 24). Curiosamente, indivíduos do 

grupo EXP respondedores para os pools Mpp I e Gpp I possuíam maior tempo 

desde a última infecção de malária que os indivíduos não respondedores (Mpp I: 84 

e 17; Gpp I: 72 e 20.5, medianas para respondedores e não respondedores, 

respectivamente). 

 

 

Figura 24: Imagens representativas dos poços das placas de ELISpot 
mostrando a produção de IFN-γ após estimulação com os pools de peptídeos 
Mpp I, Ppp I, Ppp II e Gpp I, além dos poços não estimulados (Branco) e 
controle positivo (Anti-CD3). O número de spots representa o número de células T 

produtoras de IFN-γ. 
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3.3.3. Avaliação da diversidade dos genes que codificam as proteínas 

PfGLURP, PfMSP-3 e Pfs48/45 e seu impacto nos epítopos de 

células B e T. 

 

Amostras de 67 indivíduos parasitados por P. falciparum foram utilizadas para 

a avaliação da diversidade dos genes que codificam as proteínas PfGLURP, PfMSP-

3 e Pfs48/45.  

 

O DNA foi extraído das amostras de sangue utilizando o Kit QIAmp® DNA 

Blood MiniKit (QIAgen), de acordo com as instruções do fabricante e estocado à -

20ºC até o momento do uso. Os segmentos gênicos correspondentes à GLURP79-

1500 e MSP-3463-747 foram amplificados através da técnica de Nested Reação em 

Cadeira da Polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR), enquanto os 

segmentos gênicos correspondentes à Pfs48/45859-1284 foram amplificados através 

da técnica de Semi-Nested PCR, utilizando oligonucleotídeos específicos (Tabela 7) 

previamente descritos (133,148,167,168). 

 

 

Tabela 7: Iniciadores utilizados para a amplificação dos genes PfGLURP, PfMSP-3 

e Pfs48/45. 

Gene Iniciadores Sequência dos iniciadores 

 

PfGLURP 

Senso (DA153) 5’ -ATGAGAAACCTTTTCCATAT- 3’  

Anti-senso (PF55) 5’ -TGCTTCATGCTCGCTTTTTTCCGAT- 3’  

Senso (PF61) 5’ -TACAAGTGAGAATAGAAATAAAC- 3’  

Anti-senso (PF62) 5’ -CACAGTTTCTTCATGTTCGACAGT- 3’  

 

PfMSP-3 

Senso (M3F/O) 5’ -ATGAAAAGTTTTATAAATATTACTCTTC- 3’ 

Anti-senso (M3R/I) 5’ -AATGATTTTTAAAATATTTGGATAATTC- 3’ 

Senso (DA151.2) 5’ -CATGAAAGGGCAAAAAATGCTTA- 3’ 

Anti-senso (DA152.2) 5’ -CATTTTCCTTAGATATATTTTCC- 3’ 

 

Pfs48/45 

Senso (F533) 5’ -AGTGCTATGGTACATGTACG- 3’ 

Senso (F600) 5’ -TCATGAGCTAAATATATAATAATATTGC- 3’ 

Anti-senso (R1327) 5’ -CAAATGATCTTTTTACATATTTGCC- 3’ 

Fonte: Pratt-Riccio et al., 2013 (133); Pattaradilokrat S et al., 2016 (148); Anthony TG et al., 2007 
(167); Roussilhon C et al., 2007 (168). 
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As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 25μL, contendo 

2μL de DNA genômico dos isolados plasmodiais ou produto da primeira reação, 

2,5μL de tampão 10X, 1.5mM de cloreto de magnésio (MgCl2), 0.2mM de cada 

DNTP, 0.5μM de cada iniciador (GenOne Biotechnologies) e 2.5U de AmpliTaq 

Gold™ DNA Polimerase (Applied Biosystems) para todos os genes. As reações 

foram submetidas a ciclagens de temperaturas específicas (Tabela 8) para cada par 

de primer nos termocicladores PCR-T100 (Bio-Rad), ProFlex PCR System® (Applied 

Biosystems) ou GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Em todas as 

reações foram utilizados um controle negativo (sem DNA) e um controle positivo 

(DNA extraído de cultivo in vitro de P. falciparum, cepa W2). 

 

Ao final da reação, 15μL do produto de PCR em 3μL de tampão de amostra 

(6X Loading Dye, Thermo Fisher Scientific) foram separados por eletroforese em gel 

de agarose 2% (Sigma-Aldrich) em tampão TAE 1X (0.04M Tris-acetato, 0.001M 

EDTA, Sigma-Aldrich) contendo 0.3μg/mL de Brometo de Etídio (Sigma-Aldrich), a 

uma corrente constante de 95 V/cm durante aproximadamente 45 minutos. Para a 

estimativa do peso molecular dos fragmentos amplificados foram utilizados os 

marcadores de peso molecular de 1kb e 100 pb (Thermo Fisher Scientific). Os 

fragmentos foram visualizados utilizando o transiluminador High Performace UV 

transilluminator (UVP). 

 

Tabela 8: Condições de ciclagem para amplificação dos genes PfGLURP, 

PfMSP-3 e Pfs48/45. 

 
 

35 ciclos para PfGLURP e PfMSP-3 

e 45 ciclos para Pfs48/45 

 

 

PfGLURP 

1ª Reação 

(DA153/PF55) 
94ºC - 10’ 94ºC - 01’ 48ºC - 01’ 72ºC - 2’ 72ºC - 5’ 

2ª Reação 

(PF61/PF62) 
94ºC - 10’ 94ºC - 01’ 55ºC - 01’ 72ºC - 2’ 72ºC - 5’ 

 

PfMSP-3 

1ª Reação 

(M3F/O/M3R/I) 
94ºC - 10’ 95ºC – 45’’ 

57°C – 

45’’ 

72ºC – 1’ 

20’’ 
72ºC – 10’ 

2ª Reação 

(DA151.2/DA152.2) 
94ºC - 10’ 94ºC – 1’ 53°C – 1’ 72ºC – 2’ 72ºC – 10’ 

 

Pfs48/45 

1ª Reação 

(F533/R1327) 
94ºC - 10’ 94ºC - 01’ 52ºC - 01’ 72ºC - 1’ 72ºC – 10’ 

2ª Reação 

(F600/R1327) 
94ºC - 10’ 95ºC - 01’ 58ºC - 01’ 72ºC - 2’ 72ºC – 10’ 
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 Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit comercial Wizard® SV 

Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo as indicações do fabricante. 

Após a purificação foi realizada a quantificação do DNA, utilizando o fluorômetro 

Qubit (Invitrogen). Para determinação das sequências exatas dos nucleotídeos, 

todas as amostras amplificadas foram então submetidas a reação de 

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

sequenciamento Big Dye Terminator Cycle Ready Reaction versão 3.1 (Applied 

Biosystems) em condições previamente padronizadas pela Plataforma de 

Sequenciamento da Fundação Oswaldo Cruz (PDTIS/Fiocruz). 

 
As sequências nucleotídicas obtidas de cada amostra foram analisadas 

utilizando os programas provenientes do pacote DNASTAR (Lasergene Software). O 

programa BLAST (Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Básico – Centro 

Nacional de Informações Biotecnológicas - NCBI) foi utilizado para verificar a 

similaridade e identificar os polimorfismos em relação a sequência referência 3D7 

depositada no NCBI. O alinhamento da sequência consenso com a sequência 

referência foi realizado pelo programa MegAlign 7.0.0 (DNASTAR/Lasergene 

Software) utilizando o algoritmo do programa Clustal X2 e Clustal Ômega sendo feito 

um ajuste manual através do programa EditSeq 7.0.0 (DNASTAR/Lasergene 

Software). A fim de estimar a diversidade genética intrapopulacional, as sequências 

gênicas que codificam PfGLURP, PfMSP-3 e Pfs48/45 foram analisadas utilizando o 

software DnaSP v6 (169) com base nos parâmetros de número de sítios 

segregantes (S), diversidade nucleotídica (π), número médio de diferenças 

nucleotídicas (k), número de haplótipos (h) e diversidade haplotípica (Hd). Para 

testar a teoria neutra da evolução, os valores D de Tajima foram calculados 

utilizando o número total de mutações também estimadas com o software DnaSP v6. 

O teste Tajima prediz as forças de seleção e demográficas que atuam sobre uma 

população. Valores positivos podem ser sugestivos de seleção positiva ou 

balanceadora. Essa força mantém os alelos em frequências equilibradas. Por outro 

lado, valores negativos sugerem seleção purificadora ou expansão populacional 

recente (170). 

 

A estrutura 3D da proteína GMZ2.6c foi predita utilizando o servidor Robetta 

(171). O servidor Robetta permite a modelagem de estruturas 3D de proteínas 

através de abordagens ab initio e por comparação. Esse servidor é continuamente 
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avaliado pelo CAMEO (Modelo de Avaliação Automatizada Continuada) e 

estabelece critérios de avaliação de qualidade de previsão da estrutura proteica 

(171,172). A qualidade das estruturas proteicas geradas foi analisada pelo sistema 

MolProbity, amplamente utilizado para validação de proteínas e ácidos nucleicos, a 

fim de escolher o melhor modelo preditivo das proteínas de interesse (173). 

 

 

3.3.3.1. Amplificação dos segmentos gênicos de PfGLURP79-1500, PfMSP-

3463-747 e Pfs48/45859-1284 

 

Para avaliar o perfil polimórfico das regiões gênicas que codificam as 

proteínas PfGLURP, PfMSP-3 e Pfs48/45 foram utilizados 67 isolados coletados nos 

municípios de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará com diagnóstico positivo para 

P. falciparum por microscopia e confirmado por PCR. Um total de 42, 28 e 50 

isolados foram amplificados para PfGLURP, PfMSP-3 e Pfs48/45, respectivamente. 

Todos os isolados apresentaram apenas um fragmento de aproximadamente 1300 

pb para a PfGLURP, 200 pb para a PfMSP-3 e 780 pb para a Pfs48/45 (Figura 25, 

26 e 27). As amostras amplificadas foram purificadas, quantificadas e submetidas a 

reação de sequenciamento. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 25: Amplificação por PCR da região R0 do gene PfGLURP. Gel de agarose 

(2%) mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR de aproximadamente 1300 pb. Linha 
1: Marcador de peso molecular de 1kb; Linha 2: Isolado de P. falciparum proveniente de Cruzeiro do 
Sul, Mâncio Lima e Guajará; Linha 3: Controle positivo (DNA extraído de cultivo in vitro de P. 
falciparum); 4: Controle negativo (sem DNA). 
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Figura 26: Amplificação por PCR da região C-terminal do gene PfMSP-3. Gel de 

agarose (2%) mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR de aproximadamente 200 pb. 
Linha 1: Marcador de peso molecular de 1kb; Linhas 2 a 13: Isolados de P. falciparum provenientes 
de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará; Linha 14: Controle positivo (DNA extraído de cultivo in 
vitro de P. falciparum); 15: Controle negativo (sem DNA). 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: Amplificação por PCR da região 6c do gene Pfs48/45. Gel de agarose 

(2%) mostrando o tamanho do fragmento dos produtos de PCR de aproximadamente 780 pb. Linha 1: 
Marcador de peso molecular de 1kb; Linha 2: Controle negativo (sem DNA); Linha 3: Controle positivo 
(DNA extraído de cultivo in vitro de P. falciparum); Linhas 4 a 10: Isolados de P. falciparum 
provenientes de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará. 
 
 

3.3.3.2. Análise do polimorfismo genético da PfGLURP 

 

Todos os 42 (23 de Cruzeiro do Sul, 14 de Mâncio Lima e 5 de Guajará) 

isolados amplificados para PfGLURP foram sequenciados e apresentaram cerca de 

99% de similaridade com a cepa referência PF3D7 (PF3D7_1035300). Entretanto, 

em nossas análises, foram encontrados 33 polimorfismos de base única (Single 

Nucleotide Polymorphisms – SNPs), sendo dois (6%) SNPs sinónimos (Synonyms 

Single Nucleotide Polymorphisms - sSNPs) nas posições T591A e A1557G e 31 

(94%) SNPs não sinônimos (Non-Synonyms Single Nucleotide Polymorphisms - 

nsSNP) nas posições: G263C, T264C, A268G, G272C, A277T, A279C, T284C, 

G290T, T299C, A373C, G430A, T444G, T580A, T599A, T620G, C622G, A642C, 

T667C, A750T, A805G, A850G, G925C, G926A, A940C, C1012T, A1067G, G1207A, 
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T1308G, A1553T, T1554G e A1556T (Tabela 9). Com exceção dos SNPs nas 

posições T264C, A279C, G430A, A750T, T1308G e A1557G, os demais ocorreram 

em pelo menos 2 isolados. Além disso, foi possível observar que 4 polimorfismos 

apresentaram 2 SNPs no mesmo códon (G263C_T264C, A277T_A279C, 

G925C_G926A e A1553T_T1554G). Os nsSNP A373C e T599A foram os mais 

frequentes, presentes em 42 (100%) isolados, enquanto o nsSNP A850G está 

presente em 41 (97.6%) isolados. Apenas dois SNPs sinônimos foram encontrados, 

T591A e A1557G, presentes em 26 (61.9 %) e 1 (2,4 %) dos isolados, 

respectivamente. Em relação as áreas endêmicas estudadas, 25 (G263C, A268G, 

G272C, A277T, T284C, T299C, A373C, G430A, T444G, T580A, T591A, T599A, 

T620G, C622G, A642C, T667C, A805G, A850G, G925C_G926A, A940C, C1012T, 

A1067G, T1308G, T1554G e A1556T), 22 (A268G, A373C, T580A, T591A, T599A, 

T620G, C622G, A642C, T667C, A750T, A805G, A850G, G925C_G926A, A940C, 

C1012T, A1067G, G1207A, A1553T, T1554G, A1553T_T1554G, A1556T e A1557G) 

e 20 (G263C_T264C, A268G, G272C, A277T_A279C, T284C, G290T, T299C, 

A373C, T444G, T580A, T591A, T599A, T620G, C622G, A642C, A805G, 

G925C_G926A, A940C, C1012T e A1067G) polimorfismos foram encontrados em 

isolados de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará, respectivamente. 
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Tabela 9: Polimorfismos encontrados no gene que codifica a região R0 da 

PfGLURP: posições dos nucleotídeos e respectivas substituições de 

aminoácidos. 

PfGLURP 

Localização Códon 
Selvagem  

Códon 
Mutado 

Frequência (n=42)  
Posição no Gene AA 

G263C S88T AGT ACT 2 (4.7%) 

G263C_T264C S88T AGT ACC 1 (2.4%) 

A268G N90D AAT GAT 9 (21.4%) 

G272C R91T AGA ACA 3 (7.1%) 

A277T K93* AAA TAA 3 (7.1%) 

A277T_A279C K93Y AAA TAC 1 (2.4%) 

T284C I95T ATC ACC 2 (4.7%) 

G290T G97T GGT GTT 2 (4.7%) 

T299C L100S TTA TCA 2 (4.7%) 

A373C K125Q AAA CAA 42 (100%) 

G430A E144K GAA AAA 1 (2.4%) 

T444G S148R AGT AGG 2 (4.7%) 

T580A S194T TCT ACT 26 (61.9%) 

T591A I197I ATT ATA 26 (61.9%) 

T599A V200E GTA GAA 42 (100%) 

T620G V207G GTA GGA 26 (61.9%) 

C622G Q208E CAA GAA 26 (61.9%) 

A642C L214F TTA TTC 26 (61.9%) 

T667C S223P TCC CCC 26 (61.9%) 

A750T L250F TTA TTT 1 (2.4%) 

A805G K269E AAA GAA 30 (71.4%) 

A850G K284E AAG GAG 41 (97.6%) 

G925C_G926A G309Q GGA CAA 31 (73.8%) 

A940C K314Q AAA CAA 31 (73.8%) 

C1012T P338S CCA TCA 13 (30.9%) 

A1067G Q356R CAG CGG 6 (14.3%) 

G1207A E403K GAA AAA 2 (4.7%) 

T1308G N436K AAT AAG 1 (2.4%) 

A1553T H518L CAT CTT 1 (2.4%) 

T1554G H518Q CAT CAG 2 (4.7%) 

A1553T_T1554G H518L CAT CTG 1 (2.4%) 

A1556T E519V GAA GTA 3 (7.1%) 

A1557G E519E GAA GAG 1 (2.4%) 

AA: Aminoácido; n: Número; S: Serina; T: Treonina; N: Asparagina; D: Ácido Aspártico; R: Arginina; K: 
Lisina; I: Isoleucina; G: Glicina; V: Valina; L: Leucina; Q: Glutamina; Y: Tirosina; E: Ácido Glutâmico; 
F: Fenilanina; P: Prolina; A: Alanina; H: Histidina; C: Cisteína; *: Códon de parada. 
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3.3.3.3. Análise do polimorfismo genético da PfMSP-3 

 

Todos os 28 (13 de Cruzeiro do Sul, 9 de Mâncio Lima e 6 de Guajará) 

isolados amplificados para a PfMSP-3 foram sequenciados e apresentaram cerca de 

99% de similaridade com a cepa referência PF3D7 (PF3D7_1035400). Entretanto, 

em nossas análises, foram encontrados 3 nsSNPs nas posições: T499C, A500C e 

A506G (Tabela 10). Com exceção do nsSNP na posição A500C, os demais 

ocorreram em todos os isolados amplificados. O nsSNP A500C estava presente em 

somente 9/28 (32.1%) isolados e em conjunto com o nsSNP T499C. Todos os 

polimorfismos foram encontrados nas três localidades, no entanto, o nsSNP A500C 

foi encontrado em 2/13 (15.4%), 4/9 (44.4%) e 3/6 (50%) dos isolados de Cruzeiro 

do Sul, Mâncio Lima e Guajará, respectivamente. 

 

Tabela 10: Polimorfismos encontrados no gene que codifica a região C-

terminal da PfMSP-3: posições dos nucleotídeos e respectivas substituições 

de aminoácidos. 

PfMSP-3 

Localização Códon 
Selvagem 

Códon 
Mutado 

Frequência (n=28) 
Posição no Gene AA 

T499C Y167H TAT CAT 28 (100%) 

T499C_A500C Y167P TAT CCT 9 (32.14%) 

A506G K169R AAG AGG 28 (100%) 

AA: Aminoácido; n: Número; R: Arginina; K: Lisina; P: Prolina; H: Histidina. 

 

 

3.3.3.4. Análise do polimorfismo genético da Pfs48/45 

 

De 50 amostras amplificadas para a Pfs48/45, 45 foram sequências e 

apresentaram 100% de similaridade com a sequência referência PF3D7 

(PF3D7_1346700), não apresentando nenhum SNP na região genética que codifica o 

domínio III da Pfs48/45. 
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3.3.3.5. Diversidade genética encontrada na população estudada 

 

A análise das sequências obtidas demonstrou que nenhum isolado manteve 

sua sequência idêntica a cepa referência 3D7 para a PfGLURP. Considerando a 

sequência referência como variante selvagem (VS), os SNPs observados nos 

isolados resultaram em 25 variantes (Tabela 11). Dentro dos isolados estudados, a 

variante V10g (Variante 10 do gene PfGLURP) foi a mais frequente (28.57%), 

seguida da V13g (14.28%), enquanto as variantes V1g, V2g, V3g, V4g, V5g, V6g, 

V7g, V8g, V9g, V11g, V12g, V14g, V15g, V16g, V17g, V18g, V19g, V20g, V21g, 

V22g, V23g, V24g e V25g apresentaram menor frequência. É possível observar que 

as variantes V10g e V13g estão presentes nas 3 localidades, enquanto as outras 

estão presentes em somente 1 município (V1g, V2g, V4g, V5g, V6g, V7g, V8g, 

V18g, V19g, V21g, V24g e V25g em Cruzeiro do Sul; V9g, V11g, V12g, V14g, V16g, 

V17g, V22g e V23g em Mâncio Lima; V3g, V15g e V20g em Guajará). Os 

alinhamentos podem ser conferidos no Anexo VI. 
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Tabela 11: Variantes da PfGLURP e suas frequências na população estudada. 
 

Variantes Sequências Cruzeiro do Sul 

(n = 23) 

Mâncio Lima 

(n = 14) 

Guajará  

(n = 5) 

Total 

(n = 42) 

VS GTAGAATGTAGTTTTTCATAAAGGACAGTATAA  0/23 (0%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 0/42 (0%) 

V1g CTAGTATTCCGTAAAGGCCAGGCACCAGTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2.38%) 

V2g CTACAATGTCGTTTATCATAAGGGATAGTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V3g CCGCTCCTCCGTAAAGGCCAGGCACCAGTATAA  0/23 (0%) 0/14 (0%) 1/5 (20%) 1/42 (2. 38%) 

V4g GTAGAATGTCGTTTATCATAAGGGCCAGTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V5g GTACTACGTCGTAAAGGCCAGGCACCAGTTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V6g GTAGAATGTCATAAAGGCCAGGCACCAGTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V7g GTAGAATGTCGGTTATCATAAGGGATAGTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V8g GTGGAATGTCGTAAAGGCCAGGCACCAGTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V9g GTAGAATGTCGTAAAGGCCTGGCACCAGTATAA  0/23 (0%) 1/14 (7.14%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V10g GTAGAATGTCGTAAAGGCCAGGCACCAGTATAA  6/23 (26.1%) 5/14 (35.7%) 1/5 (20%) 12/42 (28.57%) 

V11g GTAGAATGTCGTTTATCATAGACAACAGTATAA  0/23 (0%) 1/14 (7.14%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V12g GTAGAATGTCGTTTATCATAAGCACCAGTATAA  0/23 (0%) 1/14 (7.14%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V13g GTAGAATGTCGTTTATCATAAGGGATAGTATAA  4/23 (17.39%) 1/14 (7.14%) 1/5 (20%) 6/42 (14. 28%) 

V14g GTGGAATGTCGTTTATCATAAGGGATGGTATAA  0/23 (0%) 1/14 (7.14%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V15g GTGGAATGTCGTTTATCATAAGGGATAGTATAA  0/23 (0%) 0/14 (0%) 1/5 (20%) 1/42 (2. 38%) 

V16g GTGGAATGTCGTAAAGGCCAGGCACCGATATAA  0/23 (0%) 1/14 (7.14%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V17g GTAGAATGTCGTTTATCATAAGGGATAGTATAG  0/23 (0%) 1/14 (7.14%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 
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Tabela 11: (Continuação) Variantes da PfGLURP e suas frequências na população estudada. 
 

Variantes Sequências Cruzeiro do Sul 

(n = 23) 

Mâncio Lima 

(n = 14) 

Guajará  

(n = 5) 

Total 

(n = 42) 

V18g GTAGAATGTCGTAAAGGCCAGGCACCGGTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V19g GTAGAATGTCGTTTATCATAAGGGATGGTATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V20g GTAGAATGTCGGAAAGGCCAGGCACCGGTATAA  0/23 (0%) 0/14 (0%) 1/5 (20%) 1/42 (2. 38%) 

V21g GTGGAATGTCGTAAAGGCCAGGCACCAGGATAA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V22g GTGGAATGTCGTAAAGGCCAGGCACCGATTTTA  0/23 (0%) 1/14 (7.14%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V23g GTGGAATGTCGTAAAGGCCAGGCACCGATTGTA  0/23 (0%) 1/14 (7.14%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

V24g GTAGAATGTCGTAAAGGCCAGGCACCAGTAGAA  2/23 (8.7%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 2/42 (4.76%) 

V25g GTGGAATGTCGTTTATCATAAGGGATAGTATTA  1/23 (4.34%) 0/14 (0%) 0/5 (0%) 1/42 (2. 38%) 

VS: Variante selvagem; n: Número; Vng: Variante n da PfGlurp. 
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A análise das sequências obtidas demonstrou que nenhum isolado manteve 

sua sequência idêntica a cepa 3D7 para a PfMSP-3. Considerando a sequência 

referência como variante selvagem (VS), os SNPs observados nos isolados 

resultaram em apenas 2 variantes (Tabela 12), identificadas nas 3 localidades. As 

variantes V1m e V2m estavam presentes em 67.9% e 32.1% dos isolados 

estudados, respectivamente. Em cruzeiro do Sul, uma maior frequência da variante 

V1m foi encontrada (84.6%), enquanto nas outras localidades a distribuição das 

variantes foi bem homogênea (Mâncio Lima - V1m: 55.6%; V2m: 44.4%; Guajará – 

V1m: 50%; V2m: 50%). Os alinhamentos podem ser conferidos no Anexo VI. 

 

Tabela 12: Variantes da PfMSP-3 encontras e suas frequências na população 
estudada. 
 

Variantes Sequências Cruzeiro do Sul 

(n = 13) 

Mâncio Lima 

(n = 9) 

Guajará  

(n = 6) 

Total 

(n = 28) 

VS TAA 0/14 (0%) 0/9 (0%) 0/6 (0%) 0/28 (0%) 

V1m CAG 11/13 (84.6%) 5/9 (55.6%) 3/6 (50%) 19/28 (67.9%) 

V2m CCG 2/13 (15.4%) 4/9 (44.4%) 3/6 (50%) 9/28 (32.1%) 

VS: Variante selvagem; n: Número; Vnm: Variante n da PfMSP-3. 
 

 

3.3.3.6. Análise genética intrapopulacional 

 

A análise genética intrapopulacional da PfGLURP mostrou maior diversidade 

nucleotídica (π) em Guajará (0.00862 ± 0.00195) quando comparada a Cruzeiro do 

Sul (0.00547 ± 0.00052) e Mâncio Lima (0.00546 ± 0.00087). A diversidade de 

haplótipos (Hd) também foi maior em Guajará (1.000 ± 0.126) quando comparada a 

Cruzeiro do Sul (0.913 ± 0.043) e Mâncio Lima (0.890 ± 0.081). Para avaliar se há 

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

foram positivos entre 0.34747 (Cruzeiro do Sul), 0.53829 (Mâncio Lima) e 0.44941 

(Guajará), e não se mostraram significativos, sugerindo que não há seleção 

significativa na região gênica que codifica o domínio R0 da PfGLURP (Tabela 13). 
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Tabela 13: Diversidade genética intrapopulacional do gene PfGLURP em 

Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará. 

 

Parâmetros Cruzeiro do 

Sul (n = 23) 

Mâncio Lima 

(n = 14) 

Guajará 

 (n = 5) 

Total  

(n = 42) 

Nº de Sítios Segregantes (S) 24 20 22 31 

Diversidade nucleotídica (π) ± DP 0.00547 ± 

0.00052 

0.00546 ± 

0.00087 

0.00862 ± 

0.00195 

0.00565 ± 

0.00046 

Número médio de diferenças 

nucleotídicas (k) 

7.10672 7.09890 11.20000 7.33914 

Nº de haplótipos (h) 14 10 5 25 

Diversidade haplotípica (Hd) ± DP 0.913 ± 0.043 0.890 ± 0.081 1.000 ± 0.126 0.905 ± 0.036 

Test Tajima (D) 0.34747ns 0.53829ns 0.44941ns 0.06406ns 

DP: Desvio padrão; ns: Não significativo (p >0.10); 

  

 

A análise genética intrapopulacional da PfMSP-3 mostrou que, assim como a 

PfGLURP, a diversidade nucleotídica (π) foi maior em Guajará (0.00311 ± 0.00067) 

quando comparada a Cruzeiro do Sul (0.00146 ± 0.00073) e Mâncio Lima (0.00288 ± 

0.00047). Da mesma forma, a diversidade haplotípica (Hd) foi maior em Guajará 

(0.600 ± 0.129) quando comparada com Cruzeiro do Sul (0.282 ± 0.142) e Mâncio 

Lima (0.556 ± 0.90). Para avaliar se há pressão seletiva no gene PfMSP-3 foi 

realizado o teste D de Tajima. Os valores do teste D de Tajima foram: -0.274929, 

1.40117 e 1.44510 nos isolados de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará e não se 

mostraram significativos, sugerindo que não há seleção significativa na região 

gênica que codifica o domínio C-terminal da PfMSP-3 (Tabela 14). 
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Tabela 14: Diversidade genética intrapopulacional do gene PfMSP-3 em 

Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará. 

 

Parâmetros Cruzeiro do 

Sul (n = 13) 

Mâncio Lima 

(n = 9) 

Guajará 

 (n = 6) 

Total  

(n = 28) 

Nº de Sítios Segregantes (S) 2 2 2 2 

Diversidade nucleotídica (π) ± DP 0.00146 ± 

0.00073 

0.00288 ± 

0.00047 

0.00311 ± 

0.00067 

0.00234 ± 

0.00035 

Número médio de diferenças 

nucleotídicas (k) 

0.28205 0.55556 0.60000 0.45238 

Nº de haplótipos (h) 2 2 2 2 

Diversidade haplotípica (Hd) ± DP 0.282 ± 0.142 0.556 ± 0.90 0.600 ± 0.129 0.452 ± 0.067 

Test Tajima (D) -0.27429ns 1.40117ns 1.44510ns 1.212636ns 

DP: Desvio padrão; ns: Não significativo (p >0.10); 

 

 

 
3.3.3.7. Substituição de aminoácidos de PfGLURP e PfMSP-3 nos 

isolados brasileiros 

 

As sequências de aminoácidos da PfGLURP obtidas nesse estudo foram 

alinhadas e comparadas com a sequência referência 3D7 e com isolados 

provenientes de diferentes regiões da África, Ásia e Américas (Tabela 15). Podemos 

observar alterações de aminoácidos que ocorreram em nosso estudo e em outros 

isolados da África, Ásia e Américas (K125Q, S194T, V200E, V207G, Q208E, L214F, 

S223P, K269E, K284E, G309Q e K314Q). Entretanto, também foram identificadas 

trocas de aminoácidos presentes apenas nesse estudo (S88T, N90D, R91T, K93Y, 

I95T, G97V, L100K, E144K, S148R, L250F, P338S, Q356R, E403K, N436K, H518L 

e E519V/Q), assim como não encontramos algumas trocas de aminoácidos 

identificadas previamente em outras localidades (F110L, D113N, N123X, E138K, 

D189G, I197V, N361Y, K369R, N392Y, D422N e A506S). 
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Tabela 15: Sítios de aminoácidos polimórficos da região R0 da PfGLURP presentes no Brasil e em outras regiões do mundo. 

 

 
 
AEB= áreas endêmicas brasileiras. I=M7201, IT. II= B1804, B1882. III= L1, D41, H1, B1866. Os sítios em rosa representam os sítios de troca de aminoácidos que 
não estão presentes neste estudo. Sítios marcados com * representam substituições sinônimas. Os sítios em azul representam as trocas de aminoácidos que estão 
presentes em comum com este estudo e os outros isolados. Sítios em branco significam trocas de aminoácidos observadas apenas neste estudo (Adaptado do 
banco de dados Centro Nacional de Informação Biotecnológica (National Center for Biotechnology Information - NCBI)). 

 

Strain
88 90 91 93 95 97 100 110 113 123 125 138 144 148 189 194 197* 200 207 208 214 223 250 269 284 309 314 338 356 361 369 392 403 422 436 506 518 519*

3D7 S N R K I G L F D N K E E S D S I V V Q L S L K K G K P Q N K N E D N A H E

I L N E G E E

II Q E E Q Q

III Q G E

FUP.SP L N X E E E

B1870 Q E E Q Q

M0 Q E E R

7G8 L E T V E G E F P E E Q Q

B1 Q T E G E F P E E Q Q

GB4 Q G E Q

KH1 Q E E

KH2 Q E E

NF54

HB3 Q T E G E F P E E Q Q

M6 G E R

D25 Q E S

M5.3 Q E E R

M14 Q E E R R

K1 Q E E Q Y Y

D50 Q K E E

M1 Q E R N

M4 Q E E

D28 Q E

D4403 Q G

D7 Q

BEA isolates S/T N/D R/T K/Y/* I/T G/V L/K Q E/K S/R S/T I E V/G Q/E F/L S/P L/F K/E K/E G/Q K/Q P/S Q/R E/K N/K H/L E/V/Q

GLURP
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As sequências de aminoácidos da PfMSP-3 obtidas nesse estudo também 

foram alinhadas e comparadas com a sequência referência 3D7 e com isolados 

provenientes de diferentes regiões da África, Ásia e Américas (Tabela 16). Podemos 

observar que em nosso estudo encontramos somente uma substituição de 

aminoácido previamente descrita (K169R), enquanto alguns polimorfismos já 

descritos (E161G, K162Q/R, A163V, K164E, N165K/E, A166D/Y, E168Q, F198S, 

K222E e E245G) não estavam presentes nos isolados de Cruzeiro do Sul, Mâncio 

Lima e Guajará. No entanto, nesse estudo foram encontradas duas trocas de 

aminoácidos na mesma posição (Y167P/H) não evidenciada em nenhum isolado 

descrito na literatura.  

 

Tabela 16: Sítios de aminoácidos polimórficos da região C-terminal da PfMSP-3 

presentes no Brasil e em outras regiões do mundo. 

 

 

AEB= áreas endêmicas brasileiras. I= AK158, AK152_d56, AK144_d40, AK092_d0, K1-k81, 
Nigerian089, Nigerian 050, Thai036, Thais008, Thai094b, Thai100, Thai045. II= KH1, IT, AK182, 
AK221_d0, AK183_d19, AL174_d0, AK155_d0, AK150_d42, AK127_d45, AK062_d84, AK042_d0, 
AK246_d0, K1-S18, K1-S7, K1-K62, K1-K47, K1-C22, K1-C14, K1-C8, K1-C3, K1-C2, Nigerian161, 
Nigerian160, Nigerian152, Nigerian100, Nigerian035, Thai074, Thai013, Thai011, Thai006, Thai056, 
Thai023, FVO, K1-C25, K1-C9. Isolados K1-C11, K1-S2, K1S16, HB3, GB4 = 3D7. Os sítios em rosa 
representam os sítios de troca de aminoácidos que não estão presentes neste estudo. Os sítios em 
azul representam as trocas de aminoácidos que estão presentes em comum com este estudo e os 
outros isolados. Sítios em branco significam trocas de aminoácidos observadas apenas neste estudo 
(Adaptado do banco de dados Centro Nacional de Informação Biotecnológica (National Center for 
Biotechnology Information - NCBI)). 
 
 
 
 
 
 

 

Cepa

161 162 163 164 165 166 167 168 169 198 222 245

3D7 E K A K N A Y E K F K E

I Q V E K D R

II G V E K D R

Nigerian051 V E E Y Q R

Nigerian077 G V E E Y Q R

Nigerian002 G V E E Y Q R

K1-S22 G V E K D R G

K1-S23 G V K D R S

K1-C5 G V E K D R E

K1-C43 R V E K D R

K1-C33 Q V E K D

AK152 G E D R

Isolados AEB P/H R

MSP-3
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3.3.3.8. Modelagem molecular e impacto dos polimorfismos nos 

potenciais epítopos de células B e T 

 

A modelagem molecular da GMZ2.6c foi realizada utilizando o servidor 

Robetta a partir da sequência referência P. falciparum 3D7 (Figura 28). Notando a 

diversidade genética encontrada nos genes de interesse desse estudo e o fato de 

que os SNPs não-sinônimos identificados podem ter impacto sobre o dobramento 

das proteínas, assim como interferir na imunogenicidade de epítopos, as sequências 

completas das proteínas PfGLURP e PfMSP3 foram analisadas para a avaliação do 

impacto desses polimorfismos nos epítopos previamente identificados (Artigo 2 e 

Resultados complementares 3.3.1.3). 

 

Dentre os epítopos previamente identificados para a PfGLURP e PfMSP-3, 9 

(P6, P7, P10, P11, S2, S3, MSP-3a, MSP-3b e DG210) apresentaram score abaixo 

de 0.5 e foram descartados das análises. Considerando os polimorfismos que 

ocorreram dentro dos epítopos de células B (P2: L250F; P4: K284E; P5: K314Q e 

G309Q; e P10: E403K), analisamos os scores de predição dos epítopos para 

verificar se esses polimorfismos impactavam sua antigenicidade. Apenas 

polimorfismos que ocorreram na PfGLURP estavam inseridos em epítopos lineares 

de células B preditos. Aos analisarmos os polimorfismos dentro das regiões dos 

epítopos preditos, L250F e K284E resultaram em uma pequena diminuição no score 

de predição. Quando K314Q ocorre sozinho, há uma ligeira diminuição no score de 

predição, no entanto, quando esse polimorfismo ocorre em conjunto com G309Q um 

aumento do score de predição é observado. Interessantemente, G309Q sozinho 

resulta em um grande aumento na pontuação predita. Curiosamente, o polimorfismo 

E403K resulta em um aumento no score de predição do epítopo P10, entretanto, seu 

score continua abaixo do ponto de corte de nosso estudo (0.5). 

 

Dentre os epítopos de células T preditos (Tabela 4), foram encontrados 

polimorfismos somente nos epítopos Gp1 e Gp2 da PfGLURP. No epítopo Gp1 

identificamos o polimorfismo L214F, ocorrendo sozinho ou em conjunto do 

polimorfismo Q208E, que também está presente na sequência do epítopo Gp2. Os 

epítopos da PfMSP-3 e Pfs48/45 foram conservados e não apresentaram nenhum 

polimorfismo dentro de suas regiões. 
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Figura 28: Estrutura de modelagem e análise in sílico de epítopos da GMZ2.6c. 
Modelo em 3D da GMZ2.6c meramente ilustrativo, indicando os polimorfismos encontrados (em 
vermelho) nos epítopos de células B (em verde) e T (em azul). 
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4. DISCUSSÃO 

Dada a complexidade do ciclo de vida e das interações parasito-hospedeiro, 

bem como a extensa variabilidade genética dos parasitos e os mecanismos de 

evasão da resposta imune do hospedeiro, uma vacina ideal contra a malária deve 

ser dirigida contra antígenos expressos em diferentes fases de desenvolvimento do 

P. falciparum. Nesse contexto, a proteína recombinante GMZ2.6c demonstrou ser 

uma promissora candidata à vacina antimalárica multiestágio. 

 

 Baseado nesse racional e considerando os diferentes trabalhos que apontam 

a GMZ2 (99–104,174) e Pfs48/45 (119,155,159) como potenciais candidatas a 

vacina de estágio sanguíneo e bloqueadora de transmissão, respectivamente, nosso 

estudo objetivou avaliar o perfil das respostas imune humoral (Artigo 1) e celular 

contra a proteína recombinante GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e 

Pfs48/45) em indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária da Amazônia 

Brasileira, identificar e validar os epítopos de células B (Artigo 2) e T 

imunodominantes nas populações estudadas e, avaliar a extensão dos 

polimorfismos genéticos parasitário e sua influência na resposta imune específica, 

gerando dados que possam ressaltar o potencial da GMZ2.6c como uma candidata 

a vacina antimalárica. 

 

 A resposta humoral contra a proteína recombinante GMZ2.6c e seus 

fragmentos (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) foi avaliada em indivíduos que vivem em 

três municípios da Amazônia Brasileira: Cruzeiro do Sul (CZS) e Mâncio Lima (ML), 

no estado do Acre, e Guajará (GJ), no estado do Amazonas. A maioria dos 

indivíduos de CZS, ML e GJ, possuíam anticorpos contra a GMZ2.6c, independente 

da classe, indicando que a GMZ2.6c é amplamente reconhecida por anticorpos 

naturalmente adquiridos de indivíduos residentes nessas localidades. A 

antigenicidade da GMZ2.6c parece ser independente dos níveis de endemicidade, 

visto que a prevalência de indivíduos com anticorpos que reconheciam a GMZ2.6c 

foi similar nas três áreas de estudo. Somente 68/299 (22.7%) dos indivíduos não 

possuíam anticorpos contra a GMZ2.6c (ou seus fragmentos individuais). A não 

detecção de anticorpos anti-GMZ2.6c nesses indivíduos poderia estar associada a 

ausência de um contato prévio com o parasito. Contudo, apenas 4 indivíduos não 

reportaram episódios anteriores de malária e 10 reportaram infecções anteriores 
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apenas por P. vivax. A não detecção desses anticorpos poderia também estar 

relacionada com a exaustão funcional de subconjuntos de células T e B, bem 

descrito em infecções virais e igualmente considerado para malária (175–181). Além 

das células B de memória atípicas e da exaustão de células T CD4, a ausência de 

anticorpos específicos pode depender de outros fatores, como a intensidade da 

infecção, coinfecções, desnutrição, ou fatores genéticos do hospedeiro humano. 

 

 Ensaios clínicos em indivíduos naive e naturalmente expostos a malária na 

África para avaliar a segurança e imunogenicidade da GMZ2 mostraram uma 

resposta mais potente contra a GMZ2 quando comparado com seus componentes 

individuais (99,100). No presente estudo foi feita uma observação semelhante, uma 

maior prevalência de indivíduos com anticorpos e níveis mais elevados de 

anticorpos anti-GMZ2.6c comparado aos seus componentes individuais, o que pode 

sugerir um efeito aditivo de GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 quando inseridos numa 

mesma construção, e que GMZ2.6c pode ser uma candidata a vacina antimalárica 

mais promissora do que seus componentes individuais. Os resultados obtidos no 

presente estudo corroboram com dados anteriores no qual a maior prevalência de 

indivíduos com anticorpos anti-GMZ2 quando comparados a aqueles contra a 

GLURP e MSP-3 foi observada em indivíduos naturalmente expostos a malária na 

Etiópia (104).  

 

 Estudos independentes avaliaram o potencial da resposta imune humoral 

contra GLURP e MSP-3 em conferir imunidade clínica à malária em áreas 

endêmicas da África com diferentes níveis de transmissão. Em todos eles, GLURP e 

MSP-3 demonstraram grandes propriedades imunogênicas (117,140,141,182,183). 

No presente estudo, GLURP e MSP-3 demonstraram ser amplamente reconhecidas 

por anticorpos naturalmente adquiridos, principalmente nas áreas de alta 

endemicidade de CZS e ML. Entretanto, a prevalência de indivíduos com anticorpos 

anti-Pfs48/45 variou entre 24-40%. Essas prevalências são inferiores àquelas 

observadas na Região Central da Gana para a mesma construção (Pfs48/45.6c) 

(184), possivelmente refletindo diferenças na exposição a gametócitos, como 

relatado previamente em um estudo longitudinal em uma área hipoendêmica da 

Tanzânia (119). 
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 Os dados apresentados nesse estudo mostraram que anticorpos IgG anti-

GMZ2.6c são mais frequentes e apresentam níveis mais elevados no grupo CZS 

quando comparados aos grupos ML e GJ. Considerando que é amplamente aceito 

que anticorpos IgG são os principais mediadores de proteção contra a malária 

clínica (107,185), podemos supor que sua importante presença, principalmente no 

grupo CZS, pode refletir um grau de imunidade antiparasitária mais elevado. A maior 

prevalência e níveis de anticorpos no grupo CZS pode estar relacionada ao 

background genético da população estudada, uma vez que as formas alélicas do 

HLA podem influenciar a capacidade do hospedeiro de montar uma resposta 

imunológica (120,186–188). 

 

 Indivíduos naturalmente expostos a malária possuíam, predominantemente, 

anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3 contra a GMZ2.6c (e seus fragmentos indivíduais), 

um importante fato se considerarmos que a aquisição da imunidade protetora contra 

a malária resulta de um delicado balanço entre anticorpos citofílicos/não citofílicos e, 

que anticorpos não citofílicos IgG2 e IgG4 com a mesma especificidade podem 

bloquear mecanismos efetores (121,122,189,190). De fato, a interação entre os 

anticorpos citofílicos e receptores Fc de células fagocíticas podem levar a ativação 

celular e desencadear funções efetoras como fagocitose, produção de citocinas e 

quimiocinas, citotoxicidade, e a geração de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio (191). Anticorpos citofílicos também podem mediar a morte do parasito em 

cooperação com monócitos através do mecanismo de ADCI, além da opsonização 

dos merozoítos de P. falciparum (68,107,192). 

 

 Nossos dados mostraram que GLURP-R0 em indivíduos naturalmente 

expostos à infecção malárica induz uma resposta anticorpo predominante citofílica 

(IgG1 e IgG3), enquanto a MSP-3 induz uma resposta predominantemente IgG1. 

Fatores como a cumulativa exposição à malária, a idade dos indivíduos, o HLA e o 

polimorfismo dos FcR têm mostrado influenciar a distribuição das subclasses de IgG 

contra antígenos plasmodiais (143,145,148,193–195). Além disso, combinações 

específicas de citocinas e ativadores de células B têm mostrado induzir o switch 

para certas classes e subclasses em modelos experimentais (196). Experimentos in 

vitro com células B humanas e murinas têm identificado citocinas que induzem 

seletivamente a síntese de uma particular classe de imunoglobulina pela 

estimulação do rearranjo do DNA e transcrição seletiva de genes CH (197–199). 
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 Os níveis de anticorpos IgG e IgM contra a GMZ2.6c e GLURP foram maiores 

em indivíduos parasitados quando comparados com indivíduos não parasitados. 

Esse resultado pode refletir a estimulação do sistema imune levando a produção de 

anticorpos antiplasmodiais, entre os quais anticorpos anti-GLURP, devido a 

infecção. Esse booster, em resposta à infecção parece induzir uma resposta 

anticorpos predominantemente citofílica (IgG1 e IgG3) que reconhecem GMZ2.6c e 

GLURP. 

 

 Níveis de anticorpos contra diversos antígenos plasmodiais parecem estar 

associados à idade e tempo de exposição em áreas endêmicas (120,168,200–205). 

No presente estudo, indivíduos com altos níveis de anticorpos IgG e IgG3 anti-

GMZ2.6c eram mais velhos e apresentavam um maior tempo de residência em 

áreas endêmicas de malária. Além disso, pudemos observar uma correlação 

negativa entre a parasitemia e níveis de anticorpos IgG e IgG3 e uma correlação 

positiva entre o número de infecções anteriores de malária e os níveis de anticorpos 

IgG contra a GMZ2.6c. Esses dados indicam que a prevalência de indivíduos com 

anticorpos que reconhecem a GMZ2.6c e seus níveis aumentam com a exposição 

ao parasito e podem contribuir para a imunidade antimalárica. Entretanto, a resposta 

anticorpo contra as proteínas individuais (GLURP, MSP-3 e Pfs48/45) que 

constituem a GMZ2.6c não forneceu evidências de um possível papel protetor 

desses anticorpos.  

 

 O mapeamento de epítopos de células B foi realizado em todas as amostras 

que apresentaram anticorpos IgG para cada uma das proteínas recombinantes. 

Foram utilizados 13 peptídeos derivados da GLURP27-500 previamente preditos como 

potenciais epítopos de células B (114), quatro peptídeos derivados da MSP-3155-249, 

um polipeptídeo reconhecido por anticorpos de indivíduos clinicamente imunes 

utilizando clones de uma biblioteca de DNA e seus três peptídeos sobrepostos 

(121,122) e, dois peptídeos derivados da Pfs48/45 identificados nesse estudo por 

predição in silico. 

 

 O epítopo P11 foi identificado como epítopo de células B imunodominante da 

GLURP com uma alta frequência de respondedores e níveis de anticorpos IgG na 

população estudada. Esses dados corroboram com estudos anteriores em que P11 

foi identificado como o epítopo imunodominante da GLURP em indivíduos residentes 
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do estado de Rondônia, também na Amazônia Brasileira (120), e em macacos 

Saimiri sciureus imunizados com uma proteína hibrida contendo a região R0 da 

GLURP e C-terminal da MSP-3 (206). Em contraste, somente 29% de adultos 

clinicamente imunes da Libéria apresentaram anticorpos contra P11, enquanto os 

epítopos imunodominantes foram P1, P3, P4 e S3 (114). As diferenças na 

imunodominância dos epítopos de células B da GLURP pode ser devido aos 

polimorfismos na região R0 da GLURP nos isolados de P. falciparum de diferentes 

áreas geográficas (133), as restrições genéticas da resposta de anticorpos contra 

epítopos da GLURP-R0 (120) ou as diferenças na intensidade de transmissão entre 

as áreas endêmicas (207). 

 

Apesar da baixa prevalência de respondedores, os peptídeos P1, P3, P4 e S3 

induziram níveis elevados de anticoros IgG. Interessantemente, os epítopos P1, P3 

e P4 possuem um motivo em comum (EPFPXQXHK) que parece ser alvo de 

anticorpos com reatividade cruzada (208). Da mesma forma, anticorpos purificados 

por afinidade contra o epítopo S3 podem reconhecer o peptídeo S4 derivado da 

região R2 da GLURP (205). Esses dados podem sugerir que os altos níveis de 

anticorpos contra esses epítopos pode ser resultado de anticorpos com reatividade 

cruzada. 

 

 Em nosso estudo, o peptídeo linear contendo a sequência de aminoácidos da 

DG210, derivado da MSP-3, também foi amplamente reconhecido por altos níveis de 

anticorpos IgG naturalmente adquiridos. Interessantemente, as prevalências e níveis 

de anticorpos contra os epítopos MSP-3c e DG210 foram semelhantes, sugerindo 

que a resposta anticorpos contra DG210 pode ser direcionada principalmente contra 

este epítopo na população de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará. Diversos 

estudos soroepidemiológicos demonstraram perfis distintos de resposta anticorpos 

contra epítopos derivados do região C-terminal da MSP-3. O peptídeo MSP-3b é o 

epítopo imunodominante em indivíduos hiperimunes (121,122), enquanto indivíduos 

com diversos graus de exposição não apresentaram diferença na prevalência e 

níveis de anticorpos contra os epítopos MSP-3b, MSP-3c e MSP-3d (209). 

Anticorpos induzidos após imunização com MSP-3CT LPS foram dirigidos contra os 

peptídeos MSP-3c e MSP-3d (144,216), mas níveis semelhantes de anticorpos 

contra todos os peptídeos foram observados. 
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Nossos dados mostram que todos os epítopos imunodominantes da GLURP e 

MSP-3 são, principalmente, alvos de anticorpos citofílicos IgG1 e/ou IgG3 na 

população de estudo – predominantemente IgG3 contra o epítopo S3 e IgG1 contra 

os outros epítopos. A prevalência de anticorpos citofílicos contra os epítopos 

derivados da MSP-3 e GLURP também foi observada em indivíduos expostos a 

infecção natural na África (209,210) e em voluntários Europeus imunizados (149) 

associados com proteção clínica contra a malária por P. falciparum. Sabe-se que o 

background genético, graus de exposição da população ao parasito e a intensidade 

de transmissão de malária podem influenciar a distribuição das subclasses de IgG 

contra antígenos plasmodiais (193). Em conjunto, esses dados sugerem que 

características intrínsecas desses antígenos podem ser o principal fator que 

determina o perfil de resposta de anticorpos IgG citofílicos, levando a ativação de 

células B pela ligação de CD40 a CD40L expresso na superfície de células T CD4+ 

ativadas, fornecendo o sinal coestimulatório e liberação de citocinas que influenciam 

o switching da subclasse de IgG (211,212). 

 

A análise de correlação da resposta imune e os dados epidemiológicos 

mostraram que os níveis de anticorpos IgG1 contra os epítopos P1 e P11 da GLURP 

estavam positivamente correlacionados com a idade a tempo de residência em área 

endêmica de malária, enquanto os níveis de anticorpos IgG3 contra o epítopo 

DG210 da MSP-3 estavam associados com o número de infecções anteriores de 

malária. Além disso, os níveis de anticorpos IgG1 contra o epítopo P3 da GLURP 

foram negativamente correlacionados com o tempo desde a última infecção de 

malária. Esses dados podem refletir a exposição cumulativa destes indivíduos a 

infecções por P. falciparum e, possivelmente, a maturação do sistema imune ao 

longo do tempo (140), mas não forneceram evidências de um possível papel protetor 

desses anticorpos, uma vez que não foi observada qualquer relação entre a 

prevalência ou níveis de anticorpos específicos e a presença ou ausência de 

parasitos no sangue, sintomas e parasitemia no momento da coleta. 

 

 A maioria dos indivíduos respondedores para a proteína recombinante 

Pfs48/45 (68.5%) apresentou anticorpos IgG detectáveis contra os dois epítopos 

preditos, validando a predição in silico de epítopos lineares de células B. Uma maior 

frequência de indivíduos com anticorpos anti-Pfs48/45b foi observada, apesar de 

nenhuma diferença nos níveis de anticorpos contra os dois epítopos. 
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Interessantemente, os níveis de anticorpos contra Pfs48/45a e Pfs48/45b foram 

similares àqueles contra a proteína recombinante (109). Esses resultados indicam 

que embora uma minoria de epítopos de células B sejam lineares (~10%) (213) eles 

podem ser um interessante alvo de anticorpos. Contudo, o epítopo de atividade de 

bloqueio de transmissão mais potente da Pfs48/45 é conformacional (214)  e, a 

produção de uma proteína desnaturada não induziu anticorpos funcionais em 

camundongos (215). Além disso, a imunização com a Pfs48/45 revelou que muitos 

anticorpos sem atividade de bloqueio de transmissão reconhecem a região 6c da 

Pfs48/45 (216). Estudos adicionais são necessários para a melhor compreensão da 

resposta humoral contra esses epítopos e sua possível atividade de bloqueio de 

transmissão. 

 

. Estudos revelaram que a alta eficácia no bloqueio de transmissão do 

anticorpo monoclonal 85RF45.1 contra o epítopo I é devido a sua habilidade de 

bloquear a função da Pfs48/45 (216), e diversas subclasses de IgG podem contribuir 

com a atividade de bloqueio de transmissão. Curiosamente, a maior frequência de 

indivíduos com anticorpos IgG1 e IgG3 contra os epítopos Pfs48/45a e Pfs48/45b, 

respectivamente, e a menor proporção de anticorpos IgG2 e IgG4 contra os dois 

epítopos sugerem um possível papel da via clássica de ativação do sistema 

complemento. Embora, até o momento, não existem evidências da importância da 

interação entre anticorpos anti-Pfs48/45 e o sistema complemento na atividade de 

bloqueio de transmissão, anticorpos contra outros antígenos de fase sexuada, como 

Pfs230, mostraram ter a sua atividade bloqueadora de transmissão aumentada na 

presença de componentes do sistema complemento humano (72). 

 

 Anticorpos específicos contra antígenos de fase sexuada também estão 

relacionados com idade e podem ser utilizados como marcadores de exposição, 

aumentando de acordo com a densidade de gametócitos (217–219), entretanto, 

nenhuma correlação com parâmetros epidemiológicos foi encontrada nesse estudo. 

Esse achado não é surpreendente visto que em áreas endêmicas de malária as 

infecções são determinadas por contagem de parasitos por microscopia e, 

normalmente, gametócitos ocorrem em baixas densidades. Além disso, nesse 

estudo, nenhum outro método mais sensível para detecção de gametócitos foi 

utilizado. 
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A resposta imune celular foi avaliada utilizando PBMCs de indivíduos 

expostos a infecção malárica não parasitados e parasitados por P. falciparum, 

criopreservadas para os estudos ex vivo, logo após o descongelamento, e in vitro, 

após a cultura celular na ausência e presença dos estímulos GMZ2.6c, GLURP, 

MSP-3, Pfs48/45 e os mitógenos PMA e Ionomicina. 

 

Nossos dados mostraram uma alta viabilidade celular após o 

descongelamento das amostras, menor em indivíduos parasitados por P. falciparum 

que em indivíduos não parasitados. A perda significativa da viabilidade celular em 

indivíduos parasitados pode estar relacionada à maciça ativação policlonal quando 

estimulada in vivo pelos antígenos parasitários induzindo a morte de diferentes tipos 

celulares. De fato, elevados percentuais de PBMCs em processo de apoptose têm 

sido descritos no decurso da infecção malárica humana (220–222). Em 

contrapartida, após cultura das PBMCs na ausência ou presença de diferentes 

estímulos, observamos uma extensa redução na viabilidade celular de linfócitos sem 

diferença significativa entre o percentual de células viáveis entre os indivíduos 

parasitados e não parasitados. Esses dados mostram que a redução da viabilidade 

dessas células é independente do estímulo utilizado e pode ser devido ao tempo 

prolongado de cultivo e a privação ou competição por fatores essenciais para a 

sobrevivência dessas células (223).  

 

Estudos em modelos experimentais de camundongos tem demonstrado o 

papel essencial de células T CD4+ e CD8+ na resposta protetora contra a malária na 

fase eritrocítica (224–227). Ademais, a imunização de humanos com baixas doses 

de eritrócitos infectados por P. falciparum foi capaz de induzir uma resposta 

protetora contra parasitos do estágio sanguíneo, mediada por linfócitos T CD4+ e 

CD8+ antígeno-especificas produtoras de IFN-γ (228). Considerando o importante 

papel da resposta imune mediada por células T, avaliamos a resposta de células T 

CD4+ e CD8+, assim como o perfil de ativação e caracterização funcional desses 

tipos celulares. Observamos uma maior proporção de células T CD4+ estimuladas 

com os antígenos GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 no grupo parasitado por P. 

falciparum quando comparado ao grupo não parasitado. Esses dados podem sugerir 

a expansão de linfócitos T CD4+ específicos contra os antígenos GLURP, MSP-3 e 

Pfs48/45 durante a infecção malárica e que a construção vacinal GMZ2.6c contendo 

esses três antígenos também foi capaz de estimular linfócitos T CD4+ específicos 
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nos indivíduos parasitados por P. falciparum. De fato, linfócitos T CD4+ são 

componentes fundamentais para a regulação da resposta imune do hospedeiro no 

decurso da infecção pelo Plasmodium (229,230).  As células T CD4+ são ativadas 

após o encontro com células apresentadoras de antígeno via MHC de classe II e se 

diferenciam em diferentes subconjuntos. As células com perfil Th1 são as principais 

secretoras de TNF-α e IFN-γ, essenciais para a resposta imune protetora contra o 

Plasmodium (228,229). Além disso, linfócitos T auxiliar foliculares (Tfh) são 

indispensáveis para a ativação de linfócitos B, estimulando a mudança de classe e 

maturação de afinidade (46,51,229). Todavia, indivíduos previamente expostos não 

parasitos e parasitados por P. faciparum não apresentaram diferença significativa no 

percentual de células T CD4+ na ausência e presença dos estímulos GMZ2.6c, 

GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, indicando que a infecção por P. falciparum e não os 

estímulos foi responsável pelo aumento do percentual de linfócitos T CD4+ após o 

estímulo com GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45. Esses resultados corroboram 

com um estudo recente em que indivíduos expostos imunizados com a GMZ2 não 

apresentaram diferença significativa na proporção de linfócitos T CD4+ total e 

secretores de citocinas pró- e anti-inflamatórias antes e após a imunização (231), 

sugerindo que a exposição natural contínua ao parasito pode influenciar na ativação 

saturada de linfócitos T e/ou na ativação prévia de células dendríticas (232). 

 

Em nosso estudo elevados percentuais de células T CD8+ foram encontrados 

após o estímulo com GLURP no grupo parasitado por P. falciparum, enquanto 

nenhuma diferença foi observada no grupo não parasitado. Curiosamente, a 

proteína GLURP, dentre os componentes da GMZ2.6c, é a única também expressa 

na fase pré-eritrocítica, estando presente no vacúolo parasitóforo de esquizontes 

hepáticos (124,125). Sabe-se que linfócitos T CD8+ são capazes de eliminar 

hepatócitos infectados através da liberação de granzima B e perforinas (61,62), bem 

como inibir o desenvolvimento intra-hepático do parasito pela produção de IFN-γ e 

TNF-α (47), após o reconhecimento de peptídeos derivados do parasito 

apresentados por moléculas de MHC de classe I de células apresentadoras de 

antígenos ou hepatócitos infectados (230), e que linfócitos T CD8+ específicos 

contra antígenos pré-eritrocíticos já foram descritos no sangue de indivíduos 

residentes em áreas endêmicas de malárica (233–235) e após vacinação (236–238). 

Esses dados sugerem que durante o estágio pré-eritrócito da infecção, células T 

CD8+ específicas contra GLURP podem ser ativadas e persistirem durante o estágio 
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sanguíneo. Entretanto, não podemos excluir o fato de que uma robusta resposta de 

células T CD8+ contra diversos antígenos de fase eritrocítica é ativada 

principalmente no baço como foi demonstrado em diferentes modelos experimentais 

de roedor (239,240). Além disso, foi recentemente demonstrado que linfócitos T 

CD8+ podem diretamente provocar a lise de reticulócitos infectados via MHC de 

classe I na malária por P. vivax (241,242). Apesar do aumento do percentual de 

linfócitos T CD8+ após estímulo com GLURP, uma diminuição no percentual desses 

linfócitos após estímulo com GMZ2.6c foi observado no grupo parasitado por P. 

falciparum quando comparado ao grupo não parasitado. Uma hipótese para esse 

resultado é que a conformação da GMZ2.6c pode estar influenciando o 

processamento e subsequente apresentação de epítopos via MHC de classe I para 

os linfócitos T CD8+. De fato, foi demonstrado que a estrutura tridimensional da 

proteína GP120 do Vírus da Imunodeficiência Humana (Human Immunodeficiency 

Virus - HIV) (243), bem como, MSP-1 de P. falciparum (244) determina a 

imunodominância de seus epítopos, e essa modulação pode ser resultado do 

processamento proteolítico da proteína (245,246). 

 

 É amplamente aceito que a resposta imune humoral desempenha um papel 

fundamental na proteção contra as formas sanguíneas do Plasmodium (47). O 

desenvolvimento da resposta imune humoral requer o reconhecimento do antígeno 

do parasito pelos linfócitos B através do receptor BCR seguido da ativação dessas 

células pela interação com células T CD4+, levando a proliferação e diferenciação 

dos linfócitos B em plasmócitos (247). Nossos resultados não demonstraram 

diferenças significativas entre o percentual de linfócitos B nos indivíduos não 

parasitados e parasitados por P. falciparum ex vivo e após o cultivo, contrastando 

com estudos anteriores em que um menor percentual de células B no sangue 

periférico de indivíduos durante a infecção aguda por P. falciparum e P. vivax foi 

observada (248,249). Também não observamos diferença significativa no percentual 

de linfócitos B na ausência e presença de diferentes estímulos. Esses dados 

corroboram com um estudo recente em que nenhuma diferença no perfil de células 

B foi observado após imunização com GMZ2 em indivíduos com exposição prévia ao 

P. falciparum, e que a proteção observada na Infecção Malárica Humana Controlada 

(Controlled Human Malaria Infection - CHMI) pode estar associada a imunidade 

naturalmente adquirida ao parasito (231). Em contrapartida, estudos anteriores 

detectaram células B de memória específicas contra a GMZ2 em crianças e adultos 
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imunizados residentes em áreas endêmicas de malária, apesar da forte reatividade 

decorrente da intensa exposição prévia (100,101). É importante enfatizar que em 

nosso estudo, não caracterizamos as subpopulações de linfócitos B. Sabe-se que 

indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária apresentam um atraso no 

desenvolvimento das células B de memória contra antígenos de fase sanguínea, 

atribuído a expansão de células B de memória atípicas em resposta a exposição 

cumulativa ao parasito (179–181,247). As células B de memória atípicas possuem 

uma menor resposta proliferativa e capacidade de diferenciação em plasmócitos 

secretores de anticorpos (180,250), que aliado as baixas frequências de células B de 

memória antígeno-específicas no sangue periférico (251) pode estar associado a 

semelhante resposta de células B na ausência e presença de diferentes estímulos.  

 

A baixa ativação celular nos dois grupos, independente da presença ou 

ausência de estímulos, pode ser devido a maioria dos linfócitos T e B ativados 

serem submetidos a morte celular induzida por ativação, levando essas células ao 

processo de apoptose (252,253). Curiosamente, no grupo parasitado por P. 

falciparum, tanto as amostras cultivadas na ausência quanto na presença do 

estímulo GMZ2.6c, apresentaram uma maior ativação de linfócitos T CD4+ e B 

quando comparado ao grupo não parasitado. Esse resultado pode ser devido à 

exaustão de células T CD4+ e B (atípicas) durante a infecção malárica, 

potencializada após estímulo com antígenos derivados do parasito, enquanto a 

conformação da proteína GMZ2.6c pode levar ao reconhecimento de diferentes 

epítopos. Estudos tem demonstrado a expansão de células T CD4+ (CD45RA+) 

expressando PD-1 e LAG-3 e de células B de memória atípicas em indivíduos 

expostos a transmissão contínua e parasitados por P. falciparum, fornecendo 

evidências de que a infecção por esse parasito provoca alterações fenotípicas 

indicativas de exaustão celular (180,254), bem como a redução da resposta 

proliferativa de células T CD4+ específicas e secreção de IFN- γ e TNF-α em modelo 

experimental de roedor (255). Importantemente, nesse estudo utilizamos a 

expressão de CD69 para avaliar a ativação celular. Tem sido demonstrado que 

apesar de uma forte ativação prévia de células T durante a infecção por P. 

falciparum, a ativação recente pode ser modulada negativamente pela expressão de 

CTLA-4 e PD-1, associado ao quadro clínico da infecção (256).  
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A infecção pelo Plasmodium induz uma resposta de células T CD4+ e CD8+ 

antígeno específicas após a apresentação de epítopos derivados do parasito por 

células apresentadoras de antígeno via moléculas de MHC de classe I ou II, sinal co-

estimulatório e produção de citocinas (257). Após a resolução da infecção, a maioria 

das células efetoras sofrem apoptose enquanto as células T de memória são 

mantidas e capazes de responder rapidamente a infecções secundárias (62). Em 

nosso estudo, perfis semelhantes de células T CD4+ e CD8+ naive, em transição 

naive/memória e de memória foram encontrados nos indivíduos não parasitados e 

parasitados por P. falciparum, ex vivo ou após o cultivo independente do estímulo. 

Entretanto, quando caracterizamos as células de memória em central e efetora 

observamos maiores percentuais de linfócitos T CD4+ e CD8+ de memória central no 

grupo parasitado por P. falciparum quando comparado ao grupo não parasitado 

após o cultivo na ausência ou presença dos estímulos GMZ2.6c, GLURP e Pfs48/45, 

enquanto o percentual de células T CD4+ (independente da ausência ou presença 

de estímulos) e CD8+ (após estímulo com GLURP e Pfs48/45) de memória efetora 

estavam reduzidos nos indivíduos parasitados por P. falciparum. Diante desse 

resultado, algumas hipóteses podem ser levadas em consideração. O fato de que 

uma maior proporção de linfócitos T CD4+ de memória efetora ex vivo no grupo EXP, 

enquanto no grupo PF nenhuma diferença significativa entre os dois fenótipos foi 

encontrada pode sugerir que a infecção por P. falciparum por si pode levar a uma 

redução das células de memória efetora. No entanto, independente da ausência ou 

presença de diferentes estímulos observamos a inversão desse perfil fenotípico no 

grupo não parasitado, indicando que não somente a infecção, mas a exposição 

prévia pode levar a redução das células T de memória efetora. Por outro lado, não 

encontramos diferença significativa no perfil fenotípico dos linfócitos T CD4+ e CD8+ 

cultivados na ausência ou presença de estímulos e essa redução de células de 

memória efetora pode ser somente um reflexo do cultivo prolongado levando a morte 

por apoptose das células T com esse fenótipo na ausência de estímulo, bem como a 

estimulação crônica (62,258,259), ou resultado da exaustão celular caracterizada 

por uma reduzida capacidade de proliferação e funções efetoras em resposta a 

antígenos do parasito (255). Outra hipótese reside no fato de estudos em modelo 

experimental de camundongo e em indivíduos expostos ao P. falciparum terem 

demonstrado que as subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ de memória não 

tem o perfil alterado em resposta a reinfecção ou exposição crônica, mas sim a 

produção de citocinas parece apresentar uma resposta mais significante 
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(180,258,260). De fato, células T CD4+ e CD8+ de memória efetora produtoras de 

IFN-γ específicas contra MSP-1 de P. falciparum estam associadas com a exposição 

ao parasito (261), enquanto as células T de memória central produtoras de TNF-α e 

IL-2 estão associadas com a proliferação de células T e redução de parasitemia 

(262). Em nosso estudo o sobrenadante das culturas celulares foram armazenados 

no -70 ºC para posterior avaliação do perfil de citocinas frente aos diferentes 

estímulos. 

 

 Apesar do vasto conhecimento acerca da resposta imune humoral, 

relativamente poucos epítopos de célula T localizados em um pequeno número de 

antígenos de P. falciparum foram identificados e caracterizados detalhadamente 

(263). O maior obstáculo na identificação de epítopos de células T consiste no fato 

de que genes que codificam moléculas HLA de classe I e II são extremamente 

polimórficos e estão sob uma forte pressão seletiva pelos parasitos da malária (264). 

As formas alélicas do HLA podem ter diferentes afinidades de ligação que 

contribuem para a aquisição variável da resposta imune (186). Assim, um dos 

pontos mais relevantes para o desenvolvimento de uma vacina a malária é identificar 

epítopos de células T que podem interagir de forma promiscua com múltiplas 

moléculas do HLA (265). Em nosso estudo, 12 peptídeos foram preditos como 

epítopos promíscuos de HLA classe I (5, 1 e 4 derivados da GLURP, MSP-3 e 

Pfs48/45, respectivamente) e II (2 derivados da Pfs48/45) e, divididos em 4 pools.  

 

Os quatros pools de peptídeos induziram uma resposta IFN-γ em indivíduos 

com exposição prévia ao parasito com frequências que variam entre 13% e 39%. 

Esses dados corroboram com estudos anteriores que as infecções prévias por 

malária podem desencadear resposta de células T específica mesmo na ausência 

do parasito (235,266). Indivíduos parasitados com P. falciparum apresentaram 

frequências semelhantes de respondedores para os pools Ppp II e Gpp I que 

indivíduos previamente expostos ao parasito, entretanto nenhum deles apresentou 

resposta específica de célula T para o pool Ppp I, enquanto uma alta frequência de 

resposta de IFN-γ (75%) foi observada contra o pool Mpp I. Esses dados podem ser 

um reflexo da estimulação do sistema imune, levando a ativação de clones 

específicos de células T, sugerindo que a maior frequência de indivíduos 

respondedores a Mpp I no grupo infectado por P. falciparum pode ser devido a um 

booster na resposta imunológica específica previamente existente em indivíduos 
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naturalmente expostos a infecção malárica, corroborando com dados anteriores 

mostrando que  a resposta proliferativa e secreção de IFN-γ a após estimulação com 

um longo peptídeo sintético (MSP3-LPS) e seus peptídeos sobrepostos foram 

potencializadas em indivíduos imunizados residentes em Burquina Faso (267). 

Importantemente, a análise de predição in sílico indicou que esses epítopos são 

reconhecidos por cerca de 50-60% dos alelos de HLA de classe I ou II mais comuns 

mundialmente com afinidades de ligações distintas. Sabe-se que peptídeos restritos 

a determinados alelos induzem uma resposta de células T em indivíduos que 

possuem o alelo de HLA correspondente (266). Em nosso estudo, não foi realizada a 

caracterização dos antígenos leucocitários humanos nos indivíduos de Cruzeiro do 

Sul, Mâncio Lima e Guajará. Estudos serão necessários para avaliar a restrição por 

moléculas do HLA de classe I e II desses epítopos e a presença desses alelos na 

população estudada.   

 

Indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária da Amazônia Brasileira 

que possuíam uma resposta IFN-γ contra os pools Mpp I e Gpp I apresentaram um 

maior tempo desde a última infecção de malária quando comparado a indivíduos não 

respondedores. Esses dados podem indicar um possível papel protetor de clones 

específicos de células T contra o epítopo Mp I e os epítopos inseridos dentro do pool 

Gpp I. Apesar de estudos demonstrarem a presença de epítopos de célula T 

imunogênicos em indivíduos naturalmente expostos a malária e imunizados com 

longos peptídeos sintéticos derivados da GLURP e MSP-3 (209,210), não há 

evidências do papel dessas células na proteção contra a infecção malárica. De fato, 

enquanto anticorpos específicos tem, classicamente, demonstrado mediar proteção 

contra a fase eritrocítica e as manifestações clínicas em humanos, alguns trabalhos 

mostram o papel crucial de resposta de células T antígeno específicas no controle 

da infecção de fase sanguínea (62,228,268), apesar dos eritrócitos não expressarem 

moléculas de HLA. Estudos adicionais serão necessários para melhor compreensão 

e caracterização da resposta de células T contra o epítopo Mp I e os epítopos 

inserido no pool Gpp I. 

 

 Considerando que a extensa diversidade genética exibida pelo P. falciparum 

pode ser um fator importante para a evasão do parasito ao sistema imune do 

hospedeiro, a presença de polimorfismos nas regiões genéticas que codificam as 

proteínas que compõem a GMZ2.6c pode modular a resposta imune específica. 
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Assim, a identificação e avaliação de polimorfismos nas regiões potencialmente 

antigênicas dos componentes da GMZ2.6c em isolados de P. falciparum que 

circulam em áreas endêmicas Brasileiras é de fundamental importância. 

 

 A análise por PCR evidenciou a presença de apenas um fragmento para os 

domínios da PfGLURP, PfMSP-3 e Pfs48/45, descartando a presença de 

polimorfismos de tamanho. Dos 67 isolados coletados, 46, 28 e 50 foram 

amplificados para a PfGLURP, PfMSP-3 e Pfs48/45, respectivamente.  A não 

amplificação dos fragmentos de interesse em alguns isolados pode ser devido à 

presença de polimorfismos nos sítios de anelamento dos primers, impedindo o 

anelamento correto e posterior extensão da fita de DNA (269).  

 

 Apesar da região R0 da GLURP ser mais conservada que as regiões R1 e R2 

(130–133), nosso estudo demonstrou a presença 33 polimorfismos em sítios 

nucleotídicos, sendo 31 substituições não sinônimas e 2 substituições sinônimas, 

resultando na identificação de 25 variantes genotípicas da sequência referência 3D7. 

A maior frequência de SNPs não-sinônimos no segmento gênico que codifica a 

GLURP-R0 corrobora com trabalhos anteriores que mostram que substituições 

sinônimas são raras no genoma do P. falciparum (270). A diversidade genética 

exibida pela GLURP pode estar ligada ao fato de que genes que codificam proteínas 

alvos do sistema imunológico estão sob forte pressão seletiva, como um mecanismo 

de evasão do parasito do sistema imune (271). Em nosso estudo, os SNPs mais 

frequentes foram A373C e T599A, resultando nas substituições K125Q e V200E, 

encontrados em todos os isolados. Esses polimorfismos, além de 11 outros sítios 

polimórficos, já foram descritos em diversos isolados provenientes de diferentes 

regiões geográficas, incluindo Kanbauk em Myanmar, Dielmo no Senegal e 

Rondônia no Brasil (272). Entretanto, é importante ressaltar que 16 novos 

polimorfismos foram identificados nos isolados que circulam em áreas endêmicas 

Brasileiras. Não obstante, quando comparamos as sequências encontradas nesse 

trabalho com a cepa B1 (cepa de laboratório de origem Brasileira) uma menor 

variabilidade genética é observada. Esse dado não é surpreendente, visto que 

linhagens de laboratório tendem a ser relativamente similares aos isolados coletados 

na mesma área de sua origem (272).  
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 Em nosso estudo, o segmento gênico que codifica a região C-terminal da 

MSP-3 se mostrou conservado, corroborando com dados anteriores que mostram 

que apesar da região N-terminal ser altamente polimórfica, limitados polimorfismos 

são encontrados na região C-terminal (145–148,273). Nos isolados proveniente de 

CZS, ML e GJ foram identificados somente 3 SNPs não sinônimos, sendo dois no 

mesmo códon (T499C e A500C) resultando na substituição Y193P/H e um na 

posição A506G, resultando na substituição K169R. O polimorfismo Y193P/H esteve 

presente somente nos isolados desse estudo, enquanto K169R é amplamente 

encontrado em isolados de diversas regiões endêmicas. No entanto, 10 outros sítios 

polimórficos encontrados em outras regiões geográficas do mundo não foram 

observados nesse estudo (273). O limitado polimorfismo encontrado na região C-

terminal da MSP-3 pode ser resultado de seu papel essencial na oligomerização de 

proteínas (144,274) e no processo de invasão do merozoíto mediando a ligação com 

os eritrócitos (275). 

 
Proteínas provenientes de estágios sexuados sofrem uma menor pressão do 

sistema imune, consequentemente, possuem um menor número de polimorfismos 

(112). A análise de sequenciamento genético revelou que a região gênica que 

codifica o domínio III da Pfs48/45 é altamente conservada, não apresentando 

nenhum SNP nos 45 isolados sequenciados. Resultados semelhantes foram 

encontrados em isolados proveniente do Amapá, outro estado endêmico no Brasil 

(276), Madagascar e Camboja (277), entretanto um limitado número polimorfismos já 

foi identificado em outras áreas endêmicas de malária (156–158,276,277) 

associados a regiões geográficas específicas. 

 

Genes de P. falciparum que codificam proteínas imunogênicas estão sob forte 

pressão seletiva para acumular mutações. Partindo dessa premissa e pelo fato de 

que as proteínas GLURP e MSP-3 são amplamente reconhecidas por células T e 

anticorpos de indivíduos residentes em áreas endêmicas brasileiras de malária, 

avaliamos a possibilidade dos genes que codificam GLURP e MSP-3 estarem 

sofrendo pressão seletiva. Não observamos diferenças no padrão de polimorfismo 

nos genes que codificam a região R0 da GLURP e C-terminal da MSP-3 entre as 

três localidades. Esse dado está em concordância com estudos anteriores na 

Região Amazônica em que não foi possível observar isolamento por distância ou 

grande variabilidade entre populações com pouca distância entre si (278,279). De 
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fato, a proximidade dos municípios de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará 

permitem um grande fluxo de genes do genoma do P. falciparum entre as 

populações, fator que associado a migração de pessoas, propicia a diversidade 

genética do parasito e favorece a difusão de cepas parasitárias (280) entre as 

localidades. Além da pressão seletiva outras forças como deriva genética, mutação, 

endocruzamento, recombinação, efeitos gargalos e isolamento por distância atuam 

no aumento e/ou redução da variabilidade genética de uma população. Sabe-se que 

as populações de P. falciparum se estruturam de formas diferentes em distintas 

regiões geográficas e que países da América do Sul apresentam menor diversidade 

genética quando comparado a países Africanos, entretanto altos níveis de variação 

geográfica entre os países sul-americanos é observada (281). Ademais, estudos tem 

demonstrado que a diversidade genética de antígenos de fase sexuada está, 

principalmente, estruturada com base na origem geográfica e intensidade de 

transmissão, apresentando uma variação na diversidade de polimorfismos, enquanto 

a diversidade genética de antígenos expressos em merozoítos não possui relação 

com a estruturação geográfica do parasito, mas sim com a pressão seletiva, e níveis 

similares de diversidade genética são encontrados em diferentes áreas endêmicas 

de malária (282). Essas observações vão de acordo aos nossos resultados, em que 

a alta conservação da região gênica que codifica o domínio III da Pfs48/45 foi 

observada, contrastando com o limitado número de polimorfismos encontrado na 

mesma região em países de alta endemicidade da África, podendo ser resultado da 

menor intensidade de transmissão de P. falciparum nas localidades estudadas. A 

pouca distância entre as populações estudadas e a estruturação populacional do 

parasito nas áreas da Amazônia Brasileira podem influenciar no perfil da resposta 

imune e pode nos auxiliar a avaliar de que forma os polimorfismos encontrados no 

nosso estudo podem ser fixados ou modificados durante o tempo. 

 

A análise dos genes PfGLURP e PfMSP-3 evidenciou uma gama de 

polimorfismos que contribuíram para a geração da variabilidade haplotípica e 

nucleotídica. Essa variedade haplotípica e nucleotídica é uma das formas do 

parasito de evadir o sistema imune do hospedeiro, através da acumulação de 

mutações não-sinônimas, que irão acarretar a variação adaptativa, mantida pela 

seleção balanceada (283). O propósito do teste D de Tajima é identificar o desvio de 

neutralidade, ou seja, indicar processos como seleção balanceadora, expansão 

populacional e varreduras seletivas. Os valores positivos são indicativos de seleção 
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balanceadora e gargalos populacionais, enquanto valores negativos são indicativos 

de seleção purificadora ou expansão populacional (170). Em nosso estudo, a análise 

genética da população identificou valores positivos no teste D de Tajima nos três 

municípios estudados para a PfGLURP, enquanto a PfMSP-3 valores positivos 

foram identificados para Mâncio Lima e Guajará e negativos para Cruzeiro do Sul. 

Entretanto, não observamos valores estatisticamente significantes, sugerindo que 

não há seleção significativa nas regiões gênicas que codificam os domínios R0 da 

PfGLURP e C-terminal da PfMSP-3. Esses dados diferem de estudos prévios em 

que uma forte seleção balanceadora no gene que codifica a PfMSP-3 (146,284) e 

purificadora no gene que codifica a PfGLURP (271) foram encontrados. Contudo, 

vale ressaltar que esses estudos consideraram os genes completos que codificam 

essas proteínas. 

 

Polimorfismos genéticos em sequências codificantes de epítopos 

imunodominantes podem alterar ou interromper o reconhecimento desses epítopos 

por células T e B, consistindo em um importante gargalo para o desenvolvimento de 

uma vacina antimalárica (285). Assim, nosso trabalho avaliou a predição in sílico de 

potenciais epítopos de células B e T das proteínas MSP-3 e GLURP e o possível 

impacto dos polimorfismos encontrados na predição desses epítopos.  

 

A variação de aminoácidos nas regiões potencialmente antigênicas de célula 

B foi observada apenas na GLURP. A maioria dos polimorfismos não-sinônimos 

encontrados não impactou os epítopos preditos. Contudo, os polimorfismos L250F 

(no epítopo P2) e K284E (no epítopo P4), quando ocorrem juntos, e K314Q (no 

epítopo P5) diminuem o score de predição do epítopos. Interessantemente, os 

polimorfismos G309Q e K314Q (epítopo P5) aumentaram o score de predição desse 

epítopo, podendo ser um reflexo do drástico aumento do score de predição causado 

pela substituição G309Q. Além disso, o polimorfismo E403K (epítopo 10) aumentou 

o score de predição desse epítopo, entretanto continuou não sendo um potencial 

epítopo de células B, corroborando com os dados do mapeamento epitópico. Esses 

dados podem sugerir que a diferença na imunodominância dos epítopos de células 

B encontradas nesse estudo (Artigo 2) pode estar relacionada com a presença 

desses polimorfismos, visto que os epítopos P3 e P4 foram imunodominantes em 

outras áreas endêmicas (114), enquanto poucos indivíduos residentes de Cruzeiro 

do Sul, Mâncio Lima e Guajará possuíam anticorpos que reconheciam esses 
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epítopos, apesar dos altos níveis de anticorpo. Curiosamente, na população de 

estudo, as substituições G309Q e K314Q ocorreram sempre juntas em 31/42 

(73.8%) isolados, apesar de não ser considerado um epítopo imunodominante essa 

substituição pode ter apresentado um considerável aumento na frequência de 

indivíduos respondedores a esse peptídeo, visto que anticorpos purificados de 

adultos clinicamente imunes na África não foram capazes de reconhecer P5 (114). 

Além dos epítopos de células B, o impacto dos polimorfismos nos epítopos de célula 

T foi avaliado. Assim como para os epítopos de célula B, a variação de aminoácidos 

nos potenciais epítopos de célula T foi observada apenas para a GLURP, 

ressaltando o potencial do parasito de gerar mutações randômicas que podem ou 

não favorecer a diversidade em regiões epitópicas envolvidas na proteção (285). 

Dois polimorfismos não sinônimos (Q208E e L214F) estavam localizados em 2 

epítopos de célula T (Gp1 e Gp2), entretanto nenhum impacto no possível potencial 

antigênico desses epítopos foi observado. Embora estudos tenham demonstrado 

que polimorfismos presentes em epítopos preditos não alteram o score de 

antigenicidade dos epítopos (286,287), outros relatam que substituições de 

aminoácidos podem reduzir a afinidade de ligação até levar a perda de propensão 

de ligação (288,289). Em nosso trabalho, foi possível observar polimorfismos que 

podem alterar o score de predição do epítopo, assim como não causar impacto no 

potencial do epítopo predito. 

 

Em conjunto, nossos dados mostraram que a proteína recombinante GMZ2.6c 

é amplamente reconhecida por anticorpos naturalmente adquiridos de indivíduos 

residentes em áreas endêmicas de malária no Brasil com diferentes níveis de 

transmissão. A maior prevalência e níveis de anticorpos contra a GMZ2.6c quando 

comparada com seus fragmentos individuais pode sugerir um efeito aditivo de 

GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 quando inseridos na mesma construção e pode 

contribuir com a imunidade antiparasitária. O maior percentual de linfócitos T CD4+ 

estimulados com GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 e linfócitos T CD8+ com 

GLURP em indivíduos parasitados por P. falciparum sugerem a expansão dessas 

células em decorrência a infecção malárica, contudo a resposta de linfócitos B foi 

limitada. A identificação de múltiplos epítopos de células B e T derivados da GLURP, 

MSP-3 e Pfs48/45 aliados ao limitado polimorfismo na região R0 da GLURP e C-

terminal da MSP-3, extrema conservação do domínio III da Pfs48/45 e o baixo 
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impacto desses polimorfismos nos epítopos de células B e T, evidenciam a 

importância da GMZ2.6c como uma candidata a vacina antimalárica multiestágio. 
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5. PERSPECTIVAS 

Como perspectivas, pretendemos:  

 

• Aumentar o número amostral nos ensaios de resposta celular contra a proteína 

recombinante GMZ2.6c e seus fragmentos e contra os epítos de células T nos 

ensaios de ELISpot; 

 

• Analisar a presença de citocinas no sobrenadante do cultivo celular na presença 

dos estímulos GMZ2.6c, GLURP-R0, MSP-3 C-terminal e Pfs48/45 6c por CBA; 

 

• Avaliar o papel funcional de anticorpos anti-MSP-3 e anti-GLURP sobre o 

crescimento in vitro de P. falciparum, em presença e ausência de monócitos, e 

em ensaios de fagocitose; 

 

• Avaliar o papel funcional de anticorpos anti-Pfs48/45 no bloqueio da fertilização 

no hospedeiro invertebrado em Ensaio Padrão de Alimentação por Membrana;  

 

• Caracterizar os antígenos do Complexo Principal de Histocompatibilidade de 

Classes I e II e estudar sua associação com as respostas imune celular e 

humoral contra as proteínas MSP-3, GLURP e Pfs48/45; 

 

• Aumentar o número amostral de isolados de P. falciparum coletados em 

Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará; 

 

• Desenhar novos primers parar amplificar as regiões gênicas que codificam os 

domínios R0 da GLURP, C-terminal da MSP-3 e III da Pfs48/45 dos isolados que 

não foram amplificados e/ou sequenciados; 
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6. CONCLUSÕES 

Em conjunto, nossos dados permitiram concluir que: 

 

• A proteína GMZ2.6c é amplamente reconhecida por anticorpos IgG e IgM 

naturalmente adquiridos de indivíduos residentes em áreas endêmicas 

Brasileiras de malária, com diferentes níveis de transmissão; 

 

• A maior prevalência e níveis de anticorpos contra a GMZ2.6c quando 

comparado aos seus componentes individuais sugere o efeito aditivo de 

GLURP-R0, MSP-3 C-terminal e Pfs48/45.6c quando inseridos na mesma 

construção; 

 

• As proteínas recombinantes GMZ2.6c, GLURP e MSP-3 são preferencialmente 

reconhecidas por anticorpos das subclasses IgG1 e IgG3 nas populações 

estudadas; 

 

• Entre os componentes individuais da GMZ2.6c, a proteína GLURP foi mais 

imunogênica nas populações estudadas;  

 

• Anticorpos contra as proteínas recombinantes GMZ2.6c e GLURP parecem 

aumentar com a exposição ao parasito e podem contribuir com a imunidade 

antiparasitária; 

 

• O maior percentual de linfócitos T CD4+ estimulados com GMZ2.6c, GLURP, 

MSP-3 e Pfs48/45 e linfócitos T CD8+ com GLURP em indivíduos parasitados 

por P. falciparum sugerem a expansão dessas células em decorrência a 

infecção malárica; 

 

• Os epítopos P11 da GLURP, MSP-3c e DG210 da MSP-3 e Pfs48/45a e 

Pfs48/45b da Pfs48/45 foram os epítopos de células B imunodominantes dessas 

proteínas na população estudada; 
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• Os quatro pools de peptídeos foram reconhecidos por células T de indivíduos 

residentes em áreas endêmicas Brasileiras de malária; 

 

• Os segmentos gênicos que codificam as regiões R0 da GLURP e C-terminal da 

MSP-3 apresentam limitados números de polimorfismos, enquanto o segmento 

gênico que codifica a região 6c da Pfs48/45 é extremamente conservado nos 

isolados proveniente de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará, entretanto, os 

polimorfismos encontrados não impactaram significativamente nos epítopos de 

células T e B imunodominantes da GMZ2.6c. 
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8. APÊNDICES E/OU ANEXOS 

Anexo I – Parecer do Comitê de Ética 
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Anexo II – Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE) - Malária 

  

                     

 

                                                                                                                                                                                   

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – MALÁRIA 

 
Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  

 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto 
Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 
(Expansão) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 
e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 
Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta imunológica 
contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 
Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do 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. 

 
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. 

  

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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Para a realização do projeto serão feitos os seguintes exames, procedimentos 
e tratamentos com os seguintes objetivos: 
Exame de sangue – Para diagnosticar malária, a retirada do seu sangue poderá ser 
feita na veia do antebraço ou no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo 
membro da equipe da pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraço será feita 
com a agulha descartável e tubo de coleta de sangue e será tirada a quantidade de 
20 ml de sangue, podendo em algum outro momento da pesquisa ser solicitado para 
outra nova coleta de sangue.  O sangue coletado no dedo será feito fazendo um 
furinho no dedo médio com uma lanceta descartável na mão escolhida para o 
exame. As gotas de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para ser 
examinada no microscópio.   

 
Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados com a 
retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidão”) no local da punção, 
com duração de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o 
uso de seringa, agulha e gaze descartável assim como álcool para assepsia local, 
entre outros.  

 
Benefícios diretos e indiretos: Em caso de busca ativa, serão realizados exames 
para o diagnóstico da malária nos participantes da pesquisa. Com o diagnóstico da 
malária você será orientado a procurar a Unidade de Saúde responsável pelo 
atendimento na localidade, para avaliação médica e tratamento. O tratamento será o 
normalmente usado para casos desse tipo. Todas as informações de tratamento 
serão dadas pelo profissional de saúde (médico e o enfermeiro responsável pela 
assistência) e qualquer alteração deverá ser comunicada ao pessoal responsável 
que verificará a necessidade de cuidados locais.  

 
Os resultados desse estudo não o beneficiarão diretamente, mas poderão, no futuro, 
beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em pacientes com malária 
tem apontado para um importante papel de algumas células e fatores do organismo 
(imunológicos) na evolução das doenças. O conhecimento destas respostas poderá 
ser importante para se tentar prever a evolução da doença e com isto tentar evitar 
ou diminuir as formas graves e no futuro, ajudar no desenvolvimento de novos 
tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto, mais estudos são necessários 
para tentar esclarecer o seu papel na regulação da resposta imune levando à cura 
ou à proteção.  

 
Após o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, você responderá a 
um questionário, que será aplicado por um dos membros da equipe de 
investigadores, onde serão anotados seus dados pessoais, observações clínicas e 
dados epidemiológicos. Os dados tomados neste questionário serão utilizados única 
e exclusivamente para geração de dados para este projeto. Suas informações neste 
questionário serão sigilosas e você receberá um número de registro para 
impossibilitar a sua identificação. Esse questionário ficará sob a guarda do 
Laboratório de Pesquisas em Malária do Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz/RJ. O 
acesso a qualquer informação do questionário estará restrita à coordenadora do 
projeto. 

 
Os dados e todas as informações dadas por você estão submetidos às normas 
éticas destinadas à pesquisa envolvendo seres humanos, do Comitê de Ética em 
Pesquisa – CEP/Fiocruz do Ministério da Saúde. Os resultados do estudo poderão 
ser publicados sem revelar a sua identidade e o acesso e a análise dos dados 
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coletados se farão apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. A sua 
participação é inteiramente voluntária e você é livre para recusar a participar, assim 
como para desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuízo 
para seu acompanhamento ou sofrer quaisquer sanções ou constrangimentos.  

 
A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer 
despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os 
gastos necessários para a participação na pesquisa serão assumidos pelos 
pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos, 
comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa. O material coletado 
para realização dos exames será devidamente acondicionado em nitrogênio líquido 
ou freezer -70ºC e ficará sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratório 
de Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos até que todos os 
experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para repetição 
de testes para confirmação de dados.  
 
Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a qualquer 
momento que achar necessário, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: 
Dr. Marcelo Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos 
Lacerda em Manaus (92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em 
Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra 
Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-8115. Você poderá ainda 
entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo 
Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões 
éticas relacionadas a essa pesquisa.  

 
Eu, ____________________________________________________________ 
aceito participar do estudo, consinto que os procedimentos de coleta acima descritos 
sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depósito, armazenamento e 
utilização do material coletado para a realização deste estudo. Atesto que assinei 
duas vias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via.  

 
_________________________________________Data:___________ 
Assinatura do Pesquisador 

 
_________________________________________Data:___________ 
Assinatura Testemunha 

 
_________________________________________Data: ___________ 
Assinatura do voluntário 

 
 

 
Em caso de analfabetismo ou 

impossibilidade de assinar, 

inserir impressão digital. 
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Anexo III – Termo de Assentimento livre e esclarecido (TALE) 

    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                  

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) 

 

Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  
 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto 
Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 
(Expansão) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 
e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 
Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta imunológica 
contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 
Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do 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. 

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

 
Você está sendo convidado para participar como voluntário da pesquisa intitulada 
“Estudo da resposta imunológica contra proteínas que são candidatas a vacina 
contra a malária”. Seus pais ou responsável legal por você permitiu que você 
participasse.  Entretanto, você não precisa participar da pesquisa se não quiser, é 
um direito seu não tendo nenhum problema se decidir desistir. 

 
Esta pesquisa tem o objetivo de saber se você tem malária, doença que ocorre na 
região onde você mora.  A malária é uma doença transmitida por mosquito e causa 
momentos de febre alta e calafrios após os quais a pessoa fica cansada e sem 
forças para trabalhar. Caso você seja portador desta doença você será orientado a 
procurar uma Unidade de Saúde responsável pelo atendimento na localidade, para 
avaliação médica e tratamento. O tratamento será o normalmente usado para casos 
desse tipo. Todas as informações de tratamento serão dadas pelo profissional de 

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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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, 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 meu pai/responsável, declaro que concordo participar desta pesquisa. Consinto 
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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 - Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE) - 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. 

 
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 feitos os seguintes exames, procedimentos 
com os seguintes objetivos: 
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Exame de sangue – O exame de sangue para exclusão da infecção malárica será 
realizado após a retirada do seu sangue que poderá ser feita na veia do antebraço 
ou no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe da 
pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha 
descartável e tubo de coleta de sangue e será tirada a quantidade de 20 ml de 
sangue, podendo em algum outro momento da pesquisa ser solicitado para outra 
nova coleta de sangue.  O sangue coletado no dedo será feito fazendo um furinho 
no dedo médio com uma lanceta descartável na mão escolhida para o exame. As 
gotas de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para ser examinada no 
microscópio.   

 
Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados com a 
retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidão”) no local da punção, 
com duração de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o 
uso de seringa, agulha e gaze descartável assim como álcool para assepsia local, 
entre outros.  

 
Benefícios esperados: Os resultados desse estudo não o beneficiarão diretamente, 
mas poderão, no futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em 
pacientes com malária tem apontado para um importante papel de algumas células e 
fatores do organismo (imunológicos) na evolução das doenças. O conhecimento 
destas respostas poderá ser importante para se tentar prever a evolução da doença 
e com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no futuro, ajudar no 
desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto, mais 
estudos são necessários para tentar esclarecer o seu papel na regulação da 
resposta imune levando à cura ou à proteção.  

 
Após o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, você responderá a 
um questionário, que será aplicado por um dos membros da equipe de 
investigadores, onde serão anotados seus dados pessoais, observações clínicas e 
dados epidemiológicos. Os dados tomados neste questionário serão utilizados única 
e exclusivamente no projeto em questão. Suas informações neste questionário serão 
sigilosas e você receberá um número de registro para impossibilitar a sua 
identificação. Esse questionário ficará sob a guarda do Laboratório de Pesquisas em 
Malária do Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informação do 
questionário estará restrita à coordenadora do projeto. 

 
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 
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ou freezer -70º.C e ficará sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratório 
de Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos até que todos os 
experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para repetição 
de testes para confirmação de dados.  

 
Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a qualquer 
momento que achar necessário, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: 
Dr. Marcelo Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos 
Lacerda em Manaus (92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em 
Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra 
Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-8115. Você poderá ainda 
entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo 
Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões 
éticas relacionadas a essa pesquisa.  

 
 

Eu,_________________________________________________________________ 
aceito participar do estudo, consinto que os procedimentos de coleta acima descritos 
sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depósito, armazenamento e 
utilização do material coletado para a realização deste estudo. Atesto que assinei 
duas vias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via.  

 
 
 

_________________________________________Data:__________ 
Assinatura do Pesquisador 
 
_________________________________________Data:_________ 
Assinatura Testemunha 
 
_________________________________________Data: _________ 
Assinatura do Voluntário 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em caso de analfabetismo ou 

impossibilidade de assinar 

inserir impressão digital 
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Anexo V - 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 VI – Alinhamento da sequência referência 3D7 com as sequências obtidas no estudo

   

 

       259                                                                                                                                                                                                                                                                               371 

 

 

   REF 3D7    ACAAGTGAGAATAGAAATAAACGAATCGGGGGTCCTAAATTAAGGGGTAATGTTACAAGTAATATAAAGTTCCCATCAGATAACAAAGGTAAAATTATAAGAGGTTCGAATG 

       V1g1         --------C------------------------T-----------------------T --------------C---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

    V2g1         --------C---------------C------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

    V3g1         -------CC-------G-----C--------T--C-------C----------T---------------C---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V4g1         -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V5g1         -------------------------C-------T-----------C-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V6g1         -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V7g1         -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V8g1         -----------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V9g1         -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V10g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V11g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V12g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V13g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V14g1       -----------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V15g1       -----------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V16g1       -----------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V17g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V18g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V19g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V20g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V21g1       -----------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V22g1       -----------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V23g1       -----------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V24g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V25g1       -----------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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                  372                                                                                                                                                                                                                                                                                487            

 

 REF 3D7      ATAAACTTAATAAAAACTCTGAAGATGTTTTAGAACAAAGCGAAAAATCGCTTGTTTCAGAAAATGTTCCTAGTGGATTAGATATAGATGATATCCCTAAAGAATCTATTTTTAT 

 V1g1             ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V2g1             ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V3g1             ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V4g1             ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V5g1             ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V6g1             ---C-----------------------------------------------------------------------------------------------------A-------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V7g1             ---C------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------------------------------------- 

 V8g1             ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V9g1             ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V10g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V11g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V12g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V13g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V14g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V15g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V16g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V17g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V18g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V19g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V20g1           ---C------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------------------------------------- 

 V21g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V22g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V23g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V24g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 V25g1           ---C--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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                     488                                                                                                                                                                                                                                                                               602 

 

 

  REF 3D7       TCAAGAAGATCAAGAAGGTCAAACTCATTCTGAATTAAATCCTGAAACATCAGAACATAGTAAAGATTTAAATAATAATGATTCAAAAAATGAATCTAGTGATATTATTTCAGT 

  V1g1             ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A-----------------A------------A 

  V2g1             ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V3g1             ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A-----------------A------------A 

  V4g1             ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V5g1             ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A-----------------A------------A 

  V6g1             ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A-----------------A------------A 

  V7g1             ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A        

  V8g1             ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A-----------------A------------A 

  V9g1             ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A-----------------A------------A 

  V10g1           ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A-----------------A------------A 

  V11g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V12g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V13g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V14g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V15g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V16g1           ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A-----------------A------------A 

  V17g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V18g1           ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A------------------A-----------A 

  V19g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 

  V20g1           ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A------------------A-----------A 

  V21g1           ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A------------------A-----------A 

  V22g1           ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A------------------A-----------A 

  V23g1           ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A------------------A-----------A 

  V24g1           ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A------------------A-----------A 

  V25g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------A 
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                    603                                                                                                                                                                                                                                                                               718 

 

REF 3D7        AAATAATAAATCAAATAAAGTACAAAATCATTTTGAATCATTATCAGATTTAGAATTACTTGAAAATTCCTCACAAGATAATTTAGACAAAGATACAATTTCAACAGAACCTTTT 

V1g1              -------------------------------------G--G---------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V2g1              ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V3g1              -------------------------------------G--G---------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V4g1              ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V5g1              -------------------------------------G--G---------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V6g1              -------------------------------------G--G---------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V7g1              ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V8g1              -------------------------------------G--G---------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V9g1              -------------------------------------G--G---------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V10g1            -------------------------------------G--G---------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V11g1            ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V12g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V13g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V14g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V15g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V16g1           -------------------------------------G--G----------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V17g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V18g1           -------------------------------------G--G----------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V19g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V20g1           -------------------------------------G--G----------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V21g1           -------------------------------------G--G----------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V22g1           -------------------------------------G--G----------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V23g1           -------------------------------------G--G----------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V24g1           -------------------------------------G--G----------------------------------C------------------------------------------C----------------------------------------------------------------------------------- 

V25g1           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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                719                                                                                                                                                                                                                                                                                833 

 

 REF 3D7     CCTAATCAAAAACATAAAGACTTACAACAAGATTTAAATGATGAACCTTTAGAACCCTTTCCTACACAAATACATAAAGATTATAAAGAAAAAAATTTAATAAATGAAGAAGAT 

   V1g1         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V2g1         -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V3g1         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V4g1         -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V5g1         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V6g1         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V7g1         -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V8g1         ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V9g1         ----------------------------------------------------------------T-------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V10g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V11g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V12g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V13g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V14g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V15g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V16g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V17g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V18g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V19g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V20g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V21g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V22g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V23g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V24g1       ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------G------------------------------------------ 

   V25g1       -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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                  834                                                                                                                                                                                                                                                                               947 

 

REF 3D7      TCAGAACCATTTCCCAGACAAAAGCATAAAAAGGTAGACAATCATAATGAAGAAAAAAACGTATTTCATGAAAATGGTTCTGCAAATGGTAATCAAGGAAGTTTGAAACTTAA 

V1g1            ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V2g1            ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V3g1            ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V4g1            ----------------------------------------G-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------C-- 

V5g1            ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V6g1            ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V7g1            ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V8g1            ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V9g1            ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V10g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V11g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA--------------------------- 

V12g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V13g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V14g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V15g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V16g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V17g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V18g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V19g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V20g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V21g1          ----------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V22g1           ---------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V23g1           ---------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V24g1           ---------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------CA------------------------C-- 

V25g1           ---------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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                 948                                                                                                                                                                                                                                                                              1062 

 

   REF 3D7        ATCATTCGATGAACATTTAAAAGATGAAAAAATAGAAAATGAACCACTTGTTCATGAAAATTTATCCATACCAAATGATCCAATAGAACAAATATTAAATCAACCTGAACAAGA 

V1g1             --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V2g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------------------------------ 

V3g1             --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V4g1             --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V5g1             --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V6g1             --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V7g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------------------------------ 

V8g1             --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V9g1             --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V10g1           --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V11g1           --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V12g1           --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V13g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------------------------------ 

V14g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------------------------------ 

V15g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------------------------------ 

V16g1           --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V17g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------------------------------ 

V18g1           --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V19g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------------------------------ 

V20g1           --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V21g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V22g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V23g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V24g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

V25g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------T------------------------------------------------------------------------------ 
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                     1063                                                                                                                                                                                                                                                                             1177 

 

 

   REF 3D7      AACAAATATCCAGGAACAATTGTATAATGAAAAACAAAATGTTGAAGAAAAACAAAATTCTCAAATACCTTCGTTAGATTTAAAAGAACCAACAAATGAAGATATTTTACCAAA 

   V1g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V2g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V3g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V4g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V5g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V6g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V7g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V8g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V9g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V10g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V11g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V12g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V13g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V14g1          --------------------G----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V15g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V16g1          --------------------G----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V17g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V18g1          --------------------G----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V19g1          --------------------G----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V20g1          --------------------G----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V21g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V22g1          --------------------G----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V23g1          --------------------G----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V24g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V25g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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   REF 3D7      TCATAATCCATTAGAAAATATAAAACAAAGTGAATCAGAAATAAATCATGTACAAGATCATGCGCTACCAAAAGAGAATATAATAGACAAACTTGATAATCAAAAAGAACACAT 

   V1g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V2g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V3g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V4g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V5g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V6g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V7g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V8g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V9g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V10g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V11g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V12g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V13g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V14g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V15g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V16g1          -------------------------------------------------------------------A------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

   V17g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V18g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V19g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V20g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V21g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V22g1          -------------------------------------------------------------------A------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

   V23g1          -------------------------------------------------------------------A------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

   V24g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V25g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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   REF 3D7       CGATCAATCACAACATAATATAAATGTATTACAAGAAAATAACATAAACAATCACCAATTAGAACCTCAAGAGAAACCTAATATTGAATCGTTTGAACCTAAAAATATAGATTC 

   V1g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V2g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V3g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V4g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V5g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V6g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V7g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V8g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V9g1             -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V10g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V11g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V12g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V13g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V14g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V15g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V16g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V17g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V18g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V19g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V20g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V21g1           --------------------------------------------G---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V22g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V23g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V24g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V25g1           -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 



 

214 
 

 

                     1408                                                                                                                                                                                                                                                                             1522 

 

 

   REF 3D7       AGAAATTATTCTTCCTGAAAATGTTGAAACAGAAGAAATAATAGATGATGTGCCTTCCCCTAAACATTCTAACCATGAAACATTTGAAGAAGAAACAAGTGAATCTGAACATGA 

   V1g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V2g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V3g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V4g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V5g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V6g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V7g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V8g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V9g1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V10g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V11g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V12g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V13g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V14g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V15g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V16g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V17g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V18g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V19g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V20g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V21g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V22g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V23g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V24g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V25g1          --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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   REF 3D7       AGAAGCCGTATCTGAAAAAAATGCCCACGAAACTGTCGAACATGAAGAAACTGTGTCTCAAGAAAGCAATCCTGAAAAAGCTGATAATGATGGAAATGTATCTCAAAACAG 

   V1g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V2g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V3g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V4g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V5g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V6g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V7g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V8g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V9g1            -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V10g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V11g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V12g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V13g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V14g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V15g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V16g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V17g1          -------------------------------------------------------------------------------------G----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V18g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V19g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V20g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V21g1          -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V22g1          -----------------------------------------------------------------------------T----T-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V23g1          -----------------------------------------------------------------------------TG--T------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V24g1          ------------------------------------------------------------------------G--------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V25g1          ----------------------------------------------------------------------------T----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Alinhamento entre a sequência referência 3D7 e as sequências de nucleotídeos das variantes de 
Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará referente ao gene PfGLURP. A marcação em laranja são os 
nucleotídeos alterados. Os traços correspondem aos nucleotídeos que não se alteraram. 
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   REF 3D7       CAACAACGAATTAAATGAAAATGAATTCGTTGAATCGGAAAAAAGCGAGCATGAAGCA 

   V1g1            ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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   V5g1            ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V6g1            ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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   V10g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V11g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V12g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V13g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V14g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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   V18g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V19g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V20g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V21g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V22g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V23g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V24g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V25g1          ------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Alinhamento entre a sequência referência 3D7 e as sequências de nucleotídeos das variantes de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará referente ao gene 
PfMSP-3. A marcação em laranja são os nucleotídeos alterados. Os traços correspondem aos nucleotídeos que não se alteraram. 
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   REF 3D7       AAAACAAAAGAATATGCTGAAAAAGCAAAAAATGCTTATGAAAAGGCAAAAAATGCTTATCAAAAAGCAAACCAAGCTGTTTTAAAAGCAAA AGAAGCTTC 

 

   V1m1            -------------------------------------------------------------------------C------------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V2m1            -------------------------------------------------------------------------CC----------G------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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   REF 3D7       TAGTTATGATTATATTTTAGGTTGGGAATTTGGAGGAGGCGTTCCAGAACACAAAAAAGAAGAAAATATGTTATCACATTTATATGTTTCTTCAAAGGATAAG 

                          

   V1m1            ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

   V2m1            ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
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   REF 3D7       GAAAATATATCTAAGGAAAATGATGATGTATTAGATGAGAAGGAAGAAGAGGCAGAAGAAACAGAAGAAGAAGAACTTGA 

                      

   V1m1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

   V2m1            --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Anexo VII – Alinhamento da sequência de AA da referência 3D7 com as sequências obtidas no estudo 
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Comparação entre a sequência referência 3D7 e as sequências de aminoácidos dos isolados de 
Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará referente a PfGLURP. A marcação em laranja são os 
aminoácidos alterados. A marcação em verde são os aminoácidos que não se alteraram. A marcação 
em azul indica uma substituição de aminoácido sinônima e uma substituição de aminoácido não-
sinônima. Os traços correspondem os aminoácidos que não se alterara. 
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Comparação entre a sequência referência 3D7 e as sequências de aminoácidos dos isolados de Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima e Guajará referente a PfMSP-3. A 
marcação em laranja indica o aminoácido alterado. Os traços correspondem os aminoácidos que não se alteraram. 
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