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IDENTIFICAÇÃO E AVALIAÇÃO DA IMUNOGENICIDADE DE EPÍTOPOS DE CÉLULAS B DE 

PROTEÍNAS DE ESPOROZOÍTOS (PVCELTOS) E MEROZOÍTOS (PVMSP-9) DE PLASMODIUM VIVAX 

 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Rodrigo Nunes Rodrigues da Silva 

 

Dentre as espécies causadoras de malária humana, o Plasmodium vivax se destaca como a espécie mais 

dispersa geograficamente no mundo, resultando em um significativo impacto socioeconômico. Todavia, a falta 

de um sistema in vitro para o cultivo contínuo, aliado ao equívoco generalizado de que a malária causada pelo P. 

vivax é branda, têm tornado o desenvolvimento de vacinas candidatas contra P. vivax uma tarefa ainda mais 

complexa. Por outro lado, a vacinologia reversa surge como uma alternativa promissora, pois através de 

diferentes ferramentas de bioinformática, é possível identificar potenciais candidatos vacinais com menor custo, 

tempo e sem a necessidade de uma grande estrutura laboratorial. Desse modo, a determinação de regiões 

imunogênicas e específicas dentro de candidatas vacinais já estabelecidas também pode ser utilizada na geração 

de antígenos quiméricos, contendo múltiplos epítopos contra diferentes alvos, levando a um avanço no 

desenvolvimento de vacinas eficazes. Baseados nesse conceito, nos propomos a identificar in silico epítopos de 

célula B em proteínas candidatas vacinas de esporozoítos (PvCelTOS) e merozoítos (PvMSP-9) de P. vivax, 

confirmar sua imunogenicidade natural em populações expostas a malária e avaliar sua antigenicidade e 

imunogenicidade em modelos animais. (Artigo 1) Primeiramente em relação a proteína PvCelTOS, utilizando a 

combinação de 3 algoritmos de predição, identificamos 4 potenciais epítopos lineares de célula B nesta proteína. 

Para confirmar os potenciais epítopos e validar a estratégia utilizada utilizamos o plasma de 528 indivíduos 

naturalmente expostos a malária. Inicialmente observamos que 17% destes indivíduos apresentavam anticorpos 

IgG contra a PvCelTOS recombinante com prevalência de anticorpos IgG1. Adicionalmente, utilizando o plasma 

dos indivíduos respondedores frente a um peptide array composto de 32 peptídeos representando toda a 

PvCelTOS, confirmamos a presença de 50% dos epítopos indicados pela predição. Estes dados confirmam o 

êxito de nossa estratégia e corroboram o uso da vacinologia reversa para identificação de epítopos lineares em 

malária. (Artigo 2) Baseados no estudo anterior, realizamos a análise in silico da PvMSP9, uma candidata 

vacinal de estágio eritrocítico, identificando a sequência EAAPENAEPVHENA (PvMSP9E795-A808) como um 

potencial epítopo célula B, que se repete 5 vezes ininterruptas em tandem e corresponde a 29% dos blocos de 

repetição da proteína, a região mais imunogênica da PvMSP9. A imunogenicidade deste epítopo foi confirmada, 

pois 56% dos respondedores para a proteína recombinante representando os blocos de repetição da PvMSP9, 

reconheciam o peptídeo PvMSP9E795-A808. Este epítopo, foi considerado um bom alvo vacinal, pois a reatividade 

de anticorpos específicos contra o peptídeo PvMSP9E795-A808 foi diretamente correlacionada com o tempo passado 

desde o último episódio de malária e inversamente associado com o número de episódios recentes da doença. 

(Artigo 3) Por fim, visando avaliar a imunogenicidade do epítopo PvMSP9E795-A808 em modelos animais, duas 

repetições desta sequência foram sintetizadas como peptídeos lineares em sua forma simples (RII) e conjugado a 

epítopos T-helper descritos na PvMSP9 (pLRII) e na toxina-tetânica (TTRII); emulsificados em Montanide ISA-

51 e utilizados na imunização de camundongos BALB/c. Todos os peptídeos induziram anticorpos específicos 

contra o epítopo PvMSP9(E795-V808)2, confirmando sua imunogenicidade.  Todavia, os peptídeos conjugados 

pLRII e TTRII, contendo epítopos T-helper fusionados a sequência RII, induziram maiores títulos de anticorpos 

que o peptídeo simples, sendo este o primeiro trabalho evidenciando potencial do epítopo pL como epítopo T-

helper em camundongos. Considerando que anticorpos anti-PvMSP9 se mostraram capazes de inibir a invasão de 

merozoiítas in vitro em estudos anteriores, nossos dados corroboram um papel protetor dos anticorpos anti-

PvMSP9(E795-A808)2, uma vez que estes reconheceram tanto a proteína recombinante representando os blocos de 

repetição da PvMSP9, quanto a proteína nativa do parasito. Acerca da resposta celular, apenas o peptídeo TTRII 

foi capaz de induzir produção de IFN-γ, em níveis comparáveis aos induzidos pela PvMSP9 recombinante. 

Concluindo, nosso estudo reforça o uso da vacinologia reversa como uma alternativa viável para identificar e 

explorar candidatos vacinais contra o P. vivax, caracterizando seus epítopos e permitindo a elaboração de novas 

e melhores construções vacinais, baseadas em multi-epítopos. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

IDENTIFICATION AND EVALUATION OF IMMUNOGENICITY OF B-CELL EPITOPES OF PLASMODIUM 

VIVAX MEROZOITES AND SPOROZOITES  

 

ABSTRACT 

PHD THESIS IN PARASITIC BIOLOGY 

Rodrigo Nunes Rodrigues da Silva 

 

Among the species that cause human malaria, Plasmodium vivax is the most geographically dispersed species in 

the world, resulting in a significant socioeconomic impact. However, the lack of an in vitro system for 

continuous culture, associated with the widespread misconception that P. vivax malaria is a mild disease, has 

made the development of candidate vaccines against P. vivax an even more complex task. On the other hand, 

reverse vaccinology emerge as a promising alternative, because through different bioinformatics tools, it is 

possible to identify potential vaccine candidates with low cost, time and without the need of a large laboratory 

structure. Thus, the determination of immunogenic and specific regions within already established vaccine 

candidates can also be used in the generation of chimeric antigens, containing multiple epitopes against different 

targets, leading to an advance in the development of effective vaccines. Based on this concept, we propose to 

identify in silico B-cell epitopes in sporozoite (PvCelTOS) and merozoite (PvMSP-9) vaccine candidates against 

P. vivax, confirm their natural immunogenicity in populations exposed to malaria, and assess their antigenicity 

and immunogenicity in animal models. Article 1: First, in relation to PvCelTOS protein, using the combination 

of three prediction algorithms, we identified 4 potential linear B cell epitopes in this protein. To confirm the 

potential epitopes and validate the strategy used we used the plasma of 528 individuals naturally exposed to 

malaria. Initially, we observed that 17% of these individuals had IgG antibodies against recombinant PvCelTOS 

with prevalence of IgG1 antibodies. Additionally, using the plasma of responders against a peptide array 

composed of 32 peptides representing the entire PvCelTOS, we confirmed the presence of 50% of the epitopes 

indicated by the prediction. These data confirm the success of our strategy and corroborate the use of reverse 

vaccination for the identification of linear epitopes in malaria. Article 2: Based on the previous study, we 

performed the in silico analysis of PvMSP9, an erythrocytic stage vaccine candidate, identifying the sequence 

EAAPENAEPVHENA (PVMSP9E795-A808) as a potential B-cell epitope, which is presented as 5 uninterrupted 

tandem repeats corresponds to 29% of the repetitive region, the most immunogenic region of PvMSP9. The 

immunogenicity of this epitope was confirmed by ELISA, as 56% of the responders to the recombinant protein 

representing the replicate blocks of PvMSP9 recognized the peptide PVMSP9E795-A808. This epitope was 

considered a good vaccine target because the reactivity of specific antibodies against the peptide PvMSP9E795-

A808 was directly correlated with the time since the last malaria episode and inversely associated with the 

number of recent episodes of the disease. Article 3: In order to evaluate the immunogenicity of the PVMSP9E795-

A808 epitope in animal models, two replicates of this sequence were synthesized as linear peptides in their simple 

form (RII) and conjugated to T-helper epitopes described in PvMSP9 (pLRII) and in tetanus toxin (TTRII); 

emulsified in Montanide ISA-51 and used in the immunization of BALB / c mice. All peptides induced specific 

antibodies against the epitope PvMSP9 (E795-V808)2, confirming its immunogenicity. However, the pLRII and 

TTRII conjugated peptides, containing T-helper epitopes fused to the RII sequence, induced higher antibody 

titers than the simple peptide, being this work the first evidence of the potential of pL epitope as T-helper epitope 

in mice. Considering that anti-PvMSP9 antibodies were shown to inhibit merozoite invasion in vitro in previous 

studies, our data corroborate a protective role of anti-PvMSP9 (E795-A808) antibodies, since they recognized 

both the recombinant protein representing the PvMSP9 repeat blocks and the parasite's native protein in 

Immunofluorescence. Regarding the cellular response, only the TTRII peptide was able to induce IFN-γ 

production, at levels comparable to those induced by recombinant PvMSP9. In conclusion, our study reinforces 

the use of reverse vaccinology as a viable alternative to identify and explore vaccine candidates against P. vivax, 

characterizing its epitopes and allowing the development of new and/or better multi-epitope-based vaccine 

constructs. 
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INTRODUÇÃO 

1.1 Malária: um breve histórico 

Também conhecida como impaludismo, febre palustre, febre intermitente, febre 

terçã benigna, febre terçã maligna, febre quartã, febre palúdica, maleita, sezão, 

tremedeira, batedeira ou mãe das febres, o termo malária provém do século XVIII, 

em virtude do nome italiano de "mal aire", que significa mau ar ou ar insalubre, já 

que à época acreditava-se que era causada pelas emanações e miasmas 

provenientes dos pântanos. Identificada em escritos chineses, datados de 3000 a.C., 

a doença é considerada em diversas referências a febres sazonais e intermitentes 

em textos religiosos e médicos antigos, entre os assírios, chineses e indianos, que a 

relacionavam à punição de deuses e presença de maus espíritos. No século V a.C., 

na Grécia, Hipócrates realizou uma detalhada descrição da doença, relacionando-a 

às estações do ano ou aos locais frequentados pelos doentes, além de descrever o 

quadro clínico da malária e algumas de suas complicações (Hippocrates 1985). 

Posteriormente, no século II d.C., diversos médicos gregos e romanos deixaram 

várias referências sobre a doença, conhecida como "Febre Romana", que ocorria em 

epidemias cíclicas na Grécia, Itália e diversas partes da Europa (Ruppert& Barnes 

1996; Ruppert et al. 2005).  

Recentemente, análises imunológicas e genéticas confirmaram a antiguidade 

das infecções maláricas, evidenciando sua presença em múmias egípcias (Bianucci 

et al. 2008; M. et al. 2000; Miller et al. 1994; Nerlich et al. 2008), além de casos na 

Roma antiga (Fornaciari et al. 2010a; Frias et al. 2013) e Europa renascentista 

(Fornaciari et al. 2010b). Entretanto, apesar de todo impacto histórico da malária na 

história da humanidade, somente em 1880, Charles Alphonse Laveran, médico do 

exército francês, a associou a parasitos observados no interior de hemácias 

humanas (Tan& Ahana 2009). Em 1897, Ronald Ross elucidou o ciclo completo do 

parasito em mosquitos culicíneos e aves infectadas por Plasmodium relictum. A 

partir deste estudo, em 1898, os malariologistas italianos Giovanni Battista Grassi, 

Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli, Angelo Celli, Camillo Golgi and Ettore 

Marchiafava demonstraram conclusivamente que a malária humana também era 

transmitida por mosquitos, neste caso do gênero Anopheles (Cox 2010). 
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Atualmente, sabe-se que a malária é uma doença infectocontagiosa de 

transmissão vetorial, que apresenta elevada prevalência, letalidade e morbidade, 

causada por parasitos do gênero Plasmodium, o qual comporta cerca de 120 

espécies capazes de infectar naturalmente aves, répteis e mamíferos, dentre os 

quais morcegos, roedores, humanos e primatas não-humanos (Rey 1991). 

Neste contexto, sete espécies plasmodiais representam ameaça para a saúde 

dos seres humanos: P. falciparum, associada a elevada mortalidade e maioria dos 

casos graves da doença; P. vivax, espécie mais dispersa no mundo, para qual 

acredita-se que número de mortes seja subestimado (Naing et al. 2014; Rahimi et al. 

2014); P. malariae, endêmico na África tropical, sudeste asiático, e Américas do Sul 

e Central, é capaz de infectar primatas não humanos e apresenta formas 

sanguíneas que podem permanecer por longos períodos no corpo do hospedeiro, 

gerando quadros de recrudescência (Collins& Jeffery 2007; Collins et al. 1989); P. 

ovale curtisi e P. ovale wallikeri, duas espécies não-recombinantes simpátricas na 

África e na Ásia (Sutherland et al. 2010), que compartilham além de semelhanças 

morfológicas, a habilidade de formar hipnozoítas (formas latentes que permanecem 

no fígado e levam a casos de recaída, longos períodos após a infecção inicial) 

(Chin& Coatney 1971; Marty et al. 1987), também observada no P. vivax. 

Adicionalmente, há ainda espécies plasmodiais vinculadas a casos de zoonoses, 

que agravam ainda mais o risco epidemiológico da doença. Dentre as espécies 

simianas, P. knowlesi é considerado uma local, mas importante, causa de malária 

(incluindo casos graves) na Malásia e outras áreas do sudeste asiático, onde é 

predominantemente uma zoonose, sem evidências de transmissão primária de 

homem para homem (Ahmed& Cox-Singh 2015). Adicionalmente, Patrícia Brasil e 

colaboradores  demonstraram recentemente a transmissão zoonótica do P. simium, 

50 anos após o único relato prévio desta espécie em humanos, sugerindo que esta 

espécie também possa ter sido responsável por casos de malária no estado Rio de 

Janeiro e regiões de mata Atlântica brasileira, tendo sido ao longo do tempo 

diagnosticado como P. vivax, devido à falta de um diagnóstico molecular adequado 

(Brasil et al. 2017). Além destas duas espécies, das 25 espécies plasmodiais que 

infectam primatas não humanos, outras 8 são descritas como capazes de infectar 

experimentalmente o homem (Collins 1974). 

Por fim, os vetores do Plasmodium são as fêmeas de mosquitos do gênero 

Anopheles, que agrupa cerca de 400 espécies, das quais cerca de 60 são descritas 

como transmissoras naturais da malária (Tuteja 2007), sendo Anopheles gambiae e 
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A. darlingi considerados os principais vetores no mundo e no Brasil, respectivamente 

(Blandin et al. 2004; Mirabello& Conn 2006). 

1.2 Malária no mundo 

Segundo a organização mundial da saúde (OMS) aproximadamente metade da 

população mundial se encontra em risco de adquirir malária, uma vez que 91 países 

ainda apresentam transmissão contínua da doença (Figura 1). A despeito dos 

investimentos globais no controle e eliminação da malária, que geraram uma 

redução de 21% no número de casos entre 2000 e 2015, a doença persiste como 

um dos maiores problemas de saúde pública no mundo. Em 2015, foram estimados 

cerca de 212 milhões de casos de malária no mundo, resultando em mais de 429 mil 

mortes, especialmente na África subsaariana, onde crianças menores de 5 anos 

representam o maior percentual de óbitos (W.H.O 2015). 

Acerca da distribuição global dos casos de malária, o continente africano 

comportou cerca de 88% dos casos mundiais de malária em 2015 e 

aproximadamente 90% das mortes associadas à doença no mesmo ano. Fora do 

continente africano, o sudeste asiático e a região do mediterrâneo foram as mais 

afetadas pela doença, correspondendo a 9% e 1,3% dos casos, respectivamente 

(W.H.O 2015). 

Dentre as espécies causadoras de malária no ser humano duas se destacam: 

P. falciparum, responsável por 90% dos casos no continente africano, onde é 

relacionado a maioria dos casos graves/letais de malária, e P. vivax, espécie 

geograficamente mais dispersa no mundo (Mueller et al. 2009), responsável mais de 

70% dos casos de malária das Américas e Ásia (W.H.O 2015). Esta espécie 

ocasiona quadros clínicos que, embora apresentem baixa letalidade em comparação 

ao P. falciparum,  podem ser debilitantes e resultar em graves impactos econômicos 

e de saúde sobre as populações afetadas (Adams& Mueller 2017). 

Nas Américas, apesar da redução no número de casos na última década, 21 

países ainda são endêmicos para malária, estando a maioria dos casos 

concentrados na região amazônica. Em 2015, dos 660 mil casos registrados, 83% 

se distribuíram entre 4 países: Venezuela (30%), Brasil (24%), Peru (19%) e 

Colômbia (10%) (PAHO 2016; W.H.O. 2016). Dentre as espécies causadoras de 

malária, o P. vivax é a espécie prevalente nas Américas, correspondendo a 72% dos 



26 

casos em 2015, seguido por casos de P. falciparum, espécie prevalente no Haiti e 

República Dominicana, e P. malariae, que corresponde a cerca de 0,1% dos casos 

(W.H.O. 2016). 

 

 

Figura 1: Países endêmicos para malária em 2000 e 2016, W.H.O. (2016) 
 

1.3 Malária no Brasil 

No Brasil, a transmissão de malária é classificada como instável e de baixa ou 

média intensidade (Recht et al. 2017). Nos últimos anos, em virtude dos 

investimentos e políticas de controle, o número de casos registrados no país tem 

diminuído drasticamente (Figura 2). Enquanto em 2005, o país registrou mais de 600 

mil casos de malária, os dados mais recentes indicam o registro de 128.745 casos 

de malária em 2016, sendo P. vivax a espécie prevalente, correspondendo a 88% 

dos casos, seguido por P. falciparum (11,2% dos casos) e P. malariae (menos de 

0,1% dos casos) (SIVEP 2017). 

Embora o Brasil seja um país de dimensões continentais, a malária se 

concentra quase exclusivamente na região da Amazônia legal, composta pelos 

estados do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, 

Roraima e Tocantins (Oliveira-Ferreira et al. 2010), onde apresenta uma distribuição 

heterogênea (Figura 3). Em 2013, entre os 808 municípios amazônicos, 37 

municípios comunicaram 80,37% dos casos, sendo que 21,48% do total de casos na 
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Amazônia se concentraram em 3 municípios [Cruzeiro do Sul (AC), Porto Velho 

(RO), Itaituba (PA)] (de Pina-Costa et al. 2014). 

Por outro lado, cabe ressaltar, que no Brasil, 3 perfis de transmissão de malária 

podem ser observados: (1) casos autóctones, que ocorrem no interior da região 

amazônica e correspondem a grande maioria de casos no país; (2) casos 

importados, adquiridos fora do país ou da região onde a pessoa vive. Estes casos, 

muitas vezes em virtude da demora na identificação da doença, podem gerar 

quadros graves e óbitos, e em 2016 representaram aproximadamente 4% do total 

casos de malária notificados no país, sendo a maioria dos casos notificados fora da 

região amazônica. (3) Casos autóctones de malária reportados em áreas de mata 

Atlântica. Estes casos correspondem a apenas 0.05% do total de casos no país, 

mas possuem grande importância por poderem representar casos zoonóticos da 

doença, pela transmissão de P. simium e transmitidos por Anopheles (Kerteszia) 

cruzii (Brasil et al. 2017; de Pina-Costa et al. 2014). 

 

 

Figura 2: Série histórica do número de casos no Brasil, 2005 a 2016 

Fonte: (SIVEP 2017) 
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Figura 3: Distribuição de casos confirmados de malária por (a) P. vivax e por 
(b) P. falciparum 
Fonte: (W.H.O 2015) 

1.4 Ciclo biológico do Plasmodium sp.: aspectos gerais 

O ciclo dos plasmódios é complexo, apresentando duas fases no hospedeiro 

vertebrado, fases exo-eritrocítica e eritrocítica, além de uma fase sexuada 

(esporogônica) no hospedeiro invertebrado (Figura 4).  

No hospedeiro vertebrado a infecção se inicia quando, durante o repasto 

sanguíneo, fêmeas anofelinas infectadas inoculam esporozoítas (formas infectantes 

do parasito) na pele do hospedeiro, onde podem permanecer por horas até 

encontrarem vasos sanguíneos ou serem drenados por vasos linfáticos (Amino et al. 

2006a; Gueirard et al. 2010).  

Os esporozoítos que atingem a circulação sanguínea são transportados 

passivamente até o fígado, dando início ao estágio hepático ou exo-eritrocítico, no 
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qual se aderem as células endoteliais dos sinusóides hepáticos e iniciam um 

processo de movimentação denominado de gliding, “deslizando” até atravessarem a 

barreira sinusoidal. Uma vez no parênquima hepático, estes parasitos migram 

ativamente, atravessando o citosol de vários hepatócitos, até se aderirem a um e 

iniciar a formação do vacúolo parasitóforo. Os fatores que tornam um hepatócito 

adequado para o desenvolvimento do esporozoíta ainda não estão esclarecidos 

(Holz et al. 2016; Silvie et al. 2008), no entanto, a intensa travessia por diversos 

hepatócitos parece ser um processo essencial do ciclo de vida do Plasmodium, 

obrigatório para torna-los capazes de estabelecer a infecção nesta célula-alvo (Mota 

et al. 2002).  

Dentro do vacúolo parasitóforo, os esporozoítas se convertem em trofozoítas 

hepáticos e iniciam um processo de maturação e divisão celular (esquizogonia extra-

eritrocítica), resultando no desenvolvimento de um sincício multinucleado, conhecido 

como esquizonte hepático, repleto de merozoítas em seu interior (Lindner et al. 

2012). Durante esta etapa do ciclo a infecção é assintomática (Silvie et al. 2008; 

Stevenson& Riley 2004). A duração deste estágio varia de acordo com a espécie 

plasmodial, durando de 6 a 8 dias em infecções por P. vivax, de 5 a 7 dias em 

infecções por P. falciparum e de 14 a 16 dias em infecções por P. malariae 

(McKenzie et al. 2002). Após a maturação destes esquizontes, milhares de 

merozoítas são liberados na corrente sanguínea através de merossomas ou pela 

ruptura dos hepatócitos infectados, iniciando o estágio eritrocítico da infecção (Sturm 

et al. 2006).  

Uma vez na corrente sanguínea, os merozoítas invadem de forma ativa 

eritrócitos, se diferenciando em trofozoítos jovens (forma de anel) e posteriormente 

em trofozoítos maduros, os quais iniciam um estágio de reprodução assexuada 

formando esquizontes sanguíneos, repletos de merozoítas. No final desse estágio os 

merozoítas recém-formados são liberados e invadem outros eritrócitos, dando 

continuidade ao ciclo eritrocítico, resultando nos sintomas clínicos da doença. Após 

algumas gerações de merozoítos sanguíneos, uma pequena parte destes parasitos 

se diferencia em estágios sexuados, os gametócitos femininos e masculinos, que, ao 

serem ingeridos pelo mosquito do gênero Anopheles, durante o repasto sanguíneo, 

dão início à fase sexuada do ciclo.  

Por fim, no intestino médio do anofelino vetor, pelo processo de exoflagelação, 

os gametócitos se diferenciam em gametas, ocorre a fecundação e formação do 

zigoto. Este se diferencia no oocineto, uma forma móvel e invasiva, que atravessa a 
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membrana peritrófica e o epitélio do intestino médio, se alojando na lâmina basal do 

intestino médio (Baton& Ranford-Cartwright 2005b; Vlachou et al. 2006), onde perde 

a motilidade e adquiri uma nova forma, denominada oocisto. Neste estágio, inicia-se 

uma intensa multiplicação assexuada (esporogonia), levando a formação de 

milhares de esporozoítos (Baton& Ranford-Cartwright 2005b), os quais, após o 

rompimento do oocisto maduro, são liberados na hemolinfa do inseto, podendo 

migrar ativamente até as glândulas salivares do inseto, completando o ciclo evolutivo 

do Plasmodium, podendo ser liberados na pele de um novo hospedeiro vertebrado 

durante o repasto sanguíneo (Angrisano et al. 2012). 

Curiosamente, estudos recentes utilizando roedores demonstraram que a 

maioria dos esporozoítas é injetada na derme, permanecendo no local por mais de 6 

horas, com alguma migração para os vasos linfáticos proximais e linfonodos 

drenantes cutâneos, ondem podem sobreviver por pelo menos 24 horas após a 

infecção. Nos linfonodos, a maioria dos esporozoítas é degradada, atuando como 

fontes de antígenos para o sistema imune (Douglas et al. 2015; Vanderberg 2014; 

Voza et al. 2012; Wilson et al. 2016), mas alguns podem se desenvolver 

parcialmente em formas exo-eritrocíticas (Amino et al. 2006b). Curiosamente, os 

esporozoítas podem também se desenvolver em merozoítas na derme, epiderme e 

nos folículos pilosos, onde podem sobreviver por dias ou semanas até serem 

degradados (Amino et al. 2006b; Douradinha& Doolan 2011; Menard et al. 2013). 

 

Figura 4: Ciclo biológico do Plasmodium sp.  
Adaptado de (Garcia-Basteiro et al. 2012) 
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1.5 Particularidades do Plasmodium vivax 

Embora o ciclo biológico do gênero Plasmodium já seja complexo por si só, 

uma série de particularidades podem ser observadas quando comparamos a 

biologia das duas principais espécies causadoras da malária humana, P. vivax e P. 

falciparum. Inicialmente, P. vivax é capaz de desenvolver formas latentes no fígado, 

denominadas hipnozoítas, responsáveis por episódios de recaídas, longos períodos 

após o contato inicial com o parasito, permitindo sua persistência no hospedeiro 

humano mesmo durante os períodos de reprodução do mosquito, no qual sua 

transmissão seria baixa (Krotoski 1985, 1989; Richter et al. 2010).  

Com relação ao estágio eritrocítico do ciclo do Plasmodium, P. vivax infecta 

preferencialmente reticulócitos (eritrócitos jovens), que representam menos de 1% 

da população de eritrócitos sanguíneos, enquanto P. falciparum infecta eritrócitos 

em todos os estágios de desenvolvimento (Handayani et al. 2009; Mueller et al. 

2009; Suwanarusk et al. 2004). Essa diferença na disponibilidade de células em 

diferentes estágios de maturação dos eritrócitos-alvos pode estar relacionada com a 

maior parasitemia normalmente observada em infecções por P. falciparum (Bassat et 

al. 2016; Mueller et al. 2009).  

Acerca do estágio sexuado do ciclo, na infecção por P. vivax, os gametócitos 

são gerados mais cedo, de 2 a 3 dias após o início do estágio eritrocítico, e com 

densidades parasitárias mais baixas que nas infecções por P. falciparum, quando 

são gerados cerca de 10 dias após o início do estágio eritrocítico (Bennink et al. 

2016; Josling& Llinas 2015; Sinden& Gilles 2002). Além disso, o ciclo no mosquito 

completa-se mais rápido e em temperaturas mais baixas, nas infecções por P. vivax, 

ampliando a chance de transmissão e permitindo sua existência em uma maior 

gama de condições climáticas (Bassat et al. 2016; Mueller et al. 2009).  

Em virtude de sua tendência a recidivas após a cura da infecção primária, 

associadas a formação de hipnozoítas, e ao surgimento prévio de gametócitos, 

muitas vezes antes do início dos quadros sintomáticos e subsequente tratamento, 

facilitando a dispersão da doença, considera-se o P. vivax a espécie causadora de 

malária mais difícil de se controlar e eliminar. Os fatores que controlam as recaídas e 

determinam sua periodicidade ainda são desconhecidos. Cabe ainda ressaltar que 

ocorrem recidivas, ou recaídas, em infecções causadas por P. ovale e em várias 

espécies símias, como P. cynomolgi, espécie filogeneticamente próxima de P. vivax 

e por conta disso, utilizado como modelo animal de malária vivax (White 2011). 
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1.6 A resposta imune do hospedeiro na malária 

A aquisição de uma imunidade natural na infecção malárica é um processo 

complexo, lento e extremamente delicado, influenciado pelo perfil de transmissão da 

infecção nas áreas endêmicas e pela idade do indivíduo (Ladeia-Andrade et al. 

2009; Langhorne et al. 2008).  

Como mencionado anteriormente, durante seu desenvolvimento o Plasmodium 

infecta diferentes células e sofre uma série de mudanças morfológicas, exibindo em 

cada estágio do seu desenvolvimento um vasto repertório de antígenos 

responsáveis pelo estímulo de diferentes respostas imunes estágio-específicas. Ao 

longo dos diferentes estágios do ciclo do Plasmodium diversos mecanismos 

imunológicos são requeridos em diferentes níveis (Figura 5), desempenhando 

papéis importantes e determinantes no desfecho da infecção. 

 

 

Figura 5: Mecanismos imunes requeridos ao longo do ciclo do Plasmodium 
Adaptado e traduzido de (Crompton et al. 2014) 
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1.6.1 Resposta imune contra o estágio pré-eritrocítico do Plasmodium 

O estágio pré-eritrocítico dura cerca de uma semana em humanos, com 

variações entre as espécies plasmodiais, e pode ser dividido em duas fases, a fase 

de esporozoíta, que é curto, podendo durar de minutos a horas, e vai desde sua 

introdução na pele durante o repasto sanguíneo do anofelino infectado até atingir o 

fígado via corrente sanguínea e infectar hepatócitos; e a fase hepática, que 

representa a maior parte do tempo de duração do estágio pré-eritrocítico, 

culminando na formação e liberação de merossomos repletos de merozoítas (Figura 

4) (Holz et al. 2016). Interessantemente, diferentes mecanismos imunes são 

requeridos durante o estágio pré-eritrocítico quando direcionados à esporozoítas e a 

formas hepáticas do parasito.  

Estudos em áreas endêmicas de malária na África e na Ásia, demonstraram 

que populações naturalmente expostas à infecção desenvolvem resposta contra o 

estágio pré-eritrocítico, detectando anticorpos anti-esporozoítas com maior 

frequência em indivíduos com mais de 50 anos e apenas em uma minoria de 

crianças menores de 5 anos (Druilhe et al. 1986; Nardin et al. 1979; Tapchaisri et al. 

1983). Mais do que isso, o soro de indivíduos de áreas endêmicas, respondedores 

contra esporozoítas, se mostrou capaz de inibir in vitro a invasão de hepatócitos por 

este estágio parasitário (Hoffman et al. 1986; Hollingdale et al. 1989; Hollingdale et 

al. 1984; Mellouk et al. 1986). Ainda nesse contexto, Baird e colaboradores (1998), 

demonstraram que a prevalência e a densidade da parasitemia em indivíduos 

residentes nas áreas endêmicas de malária diminuem gradativamente ao longo dos 

anos, enquanto os títulos de anticorpos anti-esporozoítas e a aquisição de 

imunidade contra a doença aumentam. Esse conjunto de dados corroborou a ideia 

de que a imunidade contra malária seja desenvolvida lentamente num cenário de 

infecções contínuas, além de evidenciarem o efeito protetor de anticorpos 

direcionados contra os esporozoítas. 

Sabe-se que os anticorpos anti-esporozoítas podem auxiliar na destruição in 

vivo dos parasitos, facilitando sua fagocitose por macrófagos (Yoshida et al. 1980), 

reconhecendo antígenos do parasito presentes na superfície dos hepatócitos 

infectados e mediando o processo de citotoxicidade celular dependente de 

anticorpos (ADCC), especialmente por células Natural Killers (NK) (Hoffman& 

Doolan 2000). Tais anticorpos reconhecem um vasto repertório de antígenos, muitos 

dos quais parecem estar associados ao processo de invasão dos hepatócitos 

(Gruner et al. 2007). Dentre tais antígenos, a proteína de circumsporozoíta (CSP) foi 
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o primeiro antígeno identificado em esporozoítas de roedores e humanos 

(Nussenzweig& Nussenzweig 1989) e atualmente é o alvo da principal formulação 

vacinal contra malária, a vacina RTS,S (PATH 2017; Vandoolaeghe& Schuerman 

2016). 

Após infectar hepatócitos, os esporozoítas dão início a fase hepática do estágio 

pré-eritrocítico, a qual é tradicionalmente vista como silenciosa, em virtude da falta 

de sintomas clínicos. Apesar disso, dados recentes sugerem que uma complexa 

série de eventos ocorre para iniciar a resposta imune (Holz et al. 2016). 

Recentemente, estudos com camundongos infectados com P. berghei e P. yoelii 

demonstraram que, diferente de vírus ou bactérias, estes parasitos podem 

desencadear a produção de IFN tipo I nas células infectadas na ausência de TLR 

(TLR3 e TLR4) e suas proteínas de sinalização (MyD88 e TRIF) (Liehl et al. 2014). 

Em vez disso, o Plasmodium é detectado nos hepatócitos infectados através da 

proteína do gene 5 associada a diferenciação do melanoma (Mda5), sinalizado pela 

proteína de sinalização mitocondrial antiviral (Mavs), que ativa os fatores de 

transcrição Irf3 e Irf7 e resulta no recrutamento de células linfóides para o fígado. 

Essas células foram freqüentemente encontradas em torno de hepatócitos 

infectados, mas não estavam presentes na ausência dessa via indicando que a fase 

hepática não é inerte (Liehl et al. 2014). 

Acerca do papel das células T na imunidade durante o estágio pré-eritrocítico, 

em 1977, Chen e seus colaboradores já haviam demonstrado que uma resposta 

imune protetora, independente de anticorpos, é induzida por esporozoítas irradiados 

em camundongos depletados de linfócitos B (Chen et al. 1977). Diversos estudos 

tem demonstrado que a resposta imune celular no estágio hepático é mediada 

principalmente por células T CD8+, induzidas contra antígenos expressos na 

superfície dos hepatócitos e associados às moléculas do MHC de classe I (Doolan& 

Hoffman 2000; Good& Doolan 1999; Hoffman& Doolan 2000; Prato et al. 2005; 

Romero et al. 1992). Tais células poderiam agir de duas maneiras: (i) destruindo os 

hepatócitos infectados diretamente pela ação dos linfócitos T citotóxicos (CTL) 

através da liberação de perforinas e granzima B, e (ii) induzindo o processo de 

apoptose nos hepatócitos infectados, através do cross-linking da molécula de Fas 

ligante (CD95L) na superfície das células CD8+ CTL, com a molécula de Fas (CD95) 

na membrana plasmática dos hepatócitos (Carvalho et al. 2002a; Crispe 2003). 

Adicionalmente, outras populações celulares também parecem desempenhar 

um importante papel na imunidade celular contra o estágio hepático da doença, 
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dentre as quais: Células Natural-Killer (NK), que estão aumentadas no fígado de 

camundongos após a infecção por P. yoelii, e podem inibir o desenvolvimento do 

parasito nos hepatócitos in vitro (Roland et al. 2006); células T CD4+, as quais 

parecem modular a expansão e completo desenvolvimento da resposta T CD8+ 

(Carvalho et al. 2002a; Overstreet et al. 2011), além de células T- γδ e NKT que 

também parecem atuar diretamente eliminando hepatócitos infectados (Kuk 2007; 

Langhorne et al. 2008; Rodrigues et al. 1993; Roland et al. 2006; Tewari et al. 2010; 

Todryk et al. 2008)  

Interessantemente, é mais difícil detectar uma resposta robusta de células T 

contra antígenos de fase pré-eritrocítica em indivíduos naturalmente expostos a 

doença em áreas endêmicas do que em voluntários imunizados com esporozoítas 

irradiados (Seder et al. 2013) ou vacinas de subunidades (Ewer et al. 2013). Este 

dado sugere que a exposição natural ao parasito pode não ser suficiente para 

induzir uma robusta resposta de células T. Apesar disso, os promissores resultados 

de ensaios vacinais e modelos animais, suportam o uso de antígenos de fase pré-

eritrocítica no desenvolvimento vacinal contra malária. 

1.6.2 Resposta imune contra o estágio eritrocítico assexuado do Plasmodium 

Os estágios assexuados do ciclo eritrocítico tem sido alvo de numerosos 

estudos por estarem acessíveis no sangue de pessoas infectadas e serem 

responsáveis pela patologia associada a doença (Long& Zavala 2017). Uma vez que 

os eritrócitos não apresentam moléculas de MHC classe I ou classe II, que 

permitiriam o reconhecimento das células infectadas por células do sistema imune, a 

imunidade contra o estágio sanguíneo da infecção é amplamente mediada por 

anticorpos (Beeson et al. 2016). 

É sabido que indivíduos que vivem em áreas endêmicas de malária, expostos a 

altas taxas de transmissão da doença, desenvolvem progressivamente uma 

imunidade adquirida que leva a tolerância da infecção ou diminuição do risco de 

formas da grave da doença por P. falciparum (Beeson et al. 2008; Langhorne et al. 

2008) e por P. vivax (Lin et al. 2010; Michon et al. 2007). Estudos utilizando a 

transferência de soros de aves (Manwell& Goldstein 1940), camundongos (Parashar 

et al. 1977), primatas não-humanos (Coggeshall& Kumm 1937)  e humanos com 

imunidade naturalmente adquirida (Cohen et al. 1961; McGregor 1964) para animais 

ou humanos não infectados os protegeu contra malária clínica ou atenuou a 
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gravidade da malária, corroborando o papel fundamental dos anticorpos na proteção 

da malária clínica. 

Os merozoítas, por serem as únicas formas extracelulares do parasito durante 

o estágio eritrocítico do ciclo, são os alvos mais acessíveis para a resposta humoral. 

Nesse contexto, ao longo do estágio eritrocítico, os anticorpos podem atuar: (i) 

bloqueando proteínas da região apical dos merozoítas, responsáveis pelas 

interações iniciais com a superfície dos eritrócitos, impedindo-os, assim, de 

invadirem esses eritrócitos (Hodder et al. 2001; Mitchell et al. 2004); (ii) aglutinando-

os no momento da ruptura dos eritrócitos contendo os esquizontes maduros, 

prevenindo a sua liberação e dispersão na corrente sangüínea (Long 1993); (iii) 

inibindo eventos bioquímicos, como a liberação de proteases pelo parasito, 

necessárias ao processo de reconhecimento, invasão e ruptura dos eritrócitos 

(Blackman 2000; Ersmark et al. 2004); e (iv) opsonizando os merozoítas, através dos 

anticorpos citofílicos IgG1 e IgG3, facilitando o seu reconhecimento e fagocitose 

pelos macrófagos, ou mediando o processo de ADCC, levando a remoção e morte 

desses merozoítas (Carvalho et al. 2002b; Lusingu et al. 2005; Soe et al. 2004).  

Além de atuar sobre os merozoítas, os anticorpos podem agir: (i) na 

neutralização direta das toxinas liberadas pelo parasito após a ruptura dos 

esquizontes, diminuindo as manifestações clínicas da doença associadas a elas 

(Arevalo-Herrera& Herrera 2001), (ii) na maturação intraeritrocitária dos trofozoítas e 

dos esquizontes sanguíneos, através da interiorização desses anticorpos durante o 

processo de invasão dos eritrócitos pelos merozoítas, ou por difusão através do 

ducto parasitóforo, atingindo o vacúolo parasitóforo e impedindo o processo de 

degradação e digestão da hemoglobina pelos parasitos, sua principal fonte de 

nutrientes (Banerjee et al. 2002; Pouvelle et al. 1994; Pouvelle et al. 1991) e 

reconhecendo moléculas induzidas pelo parasito na superfície dos eritrócitos 

infectados (Bull et al. 1998) 

Por outro lado, apesar do foco dado à resposta humoral, durante o estágio 

eritrocítico da infecção malárica, o sistema imune do hospedeiro desenvolve uma 

potente resposta contra o parasito, causando alterações em quase todos os 

componentes desse sistema. A ativação e a mobilização de elementos celulares 

requeridos tanto na resposta imune inespecífica, quanto na específica, resultam de 

interações complexas entre diferentes mecanismos efetores de imunidade, como a 

produção de citocinas. Nesse estágio, uma grande quantidade de citocinas é 

liberada na circulação sanguínea, contribuindo direta ou indiretamente para a 



37 

eliminação do parasito, ou então, apresentando efeitos totalmente contrários, 

podendo influenciar no desenvolvimento dos sintomas clínicos e das complicações 

associadas à infecção (Ramharter et al. 2003).  

Nesse contexto, cabe destacar importantes trabalhos em modelos animais, que 

atribuem a participação de células do sistema imune inato - incluindo mastócitos 

(Guermonprez et al. 2013), neutrófilos (Porcherie et al. 2011) e células NK, NKT e 

Tγδ (Hansen et al. 2007) - na detecção da infecção inicial no estágio sanguíneo, 

promovendo inflamação, inibindo o crescimento de parasitos e moldando respostas 

imunes adaptativas (Smith et al. 2002; Stevenson& Riley 2004; Taylor-Robinson 

1999). Além disso, Horowitz e colaboradores demonstraram que células NK 

humanas são uma fonte inicial particularmente importante de IFN-γ em resposta a 

eritrócitos infectados in vitro. Esta citocina desempenha um papel central na 

resposta imune a malária, promovendo a destruição das células infectadas pela 

ativação de macrófagos. No mesmo trabalho, foi demonstrado que células Tγδ 

contribuem, num grau menor, para a produção inicial desta citocina, enquanto as 

células Tαβ dominam a produção tardia de IFN-γ (Horowitz et al. 2010). 

Por fim, apesar da clara evidência de função protetora atribuída a células B e 

anticorpos, as contribuições das células T-CD4+ e T-CD8+ na proteção contra o 

estágio eritrocítico ainda não foram completamente esclarecidas, sendo os principais 

dados acerca deste tema oriundos de modelos murinos (Long& Zavala 2017). Com 

relação a proteção, as células T-CD8+ parecem reconhecer o MHC-I de eritroblastos 

infectados (Imai et al. 2013) e estar envolvidas no clearence parasitário (Safeukui et 

al. 2015),  por outro lado, a apresentação cruzada de antígenos parasitários, por 

células endoteliais de microcapilares cerebrais, para as células T-CD8+ é uma 

característica da malária cerebral experimental (Howland et al. 2015; Swanson et al. 

2016). Combinado a uma restrição no efluxo de sangue venoso devido ao sequestro 

de células (Nacer et al. 2014), os processos mediados por células T-CD8+ são 

considerados fundamentais na degradação vascular e condição fatal (Draheim et al. 

2017). 

Do mesmo modo, as células T-CD4+, sendo os produtoras de citocinas 

inflamatórias e regulatórias, são fundamentais no equilíbrio entre proteção e 

patologia (Draheim et al. 2017). Por um lado, estas células contribuem para o 

controle parasitário, uma vez que células T-CD4+ de memória efetora Th1 conferem 

proteção parcial no modelo de malária crônica por P. chabaudi chabaudi (Stephens& 

Langhorne 2010)  e a perda do fator de transcrição T-bet, um importante regulador 
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da diferenciação Th1, prejudica o controle da parasitemia no modelo de P. berghei 

ANKA (Oakley et al. 2013). Além disso, uma subpopulação de células T-CD4+, 

denominadas células T helper foliculares, libera IL-21, uma citocina que auxilia as 

células B (Perez-Mazliah et al. 2015) e é fundamental para promover a formação do 

centro germinativo e a imunidade humoral anti-parasito (Sebina et al. 2016; Zander 

et al. 2016). Ao mesmo tempo, a produção de citocinas reguladoras, como a IL-10 

(Couper et al. 2008; Freitas do Rosario et al. 2012; Freitas do Rosario& Langhorne 

2012; Villegas-Mendez et al. 2016) e IL-27 (Kimura et al. 2016), pelas células T-

CD4+ é fundamental para determinação da patologia em modelos murinos. Em 

contraponto, a secreção de IFN-γ por células T-CD4+ no início da infecção (Belnoue 

et al. 2002; Villegas-Mendez et al. 2012) promove o acúmulo de células T-CD8+ no 

cérebro, através de mecanismos dependentes CXCL9 e CXCL10 e mediados por 

CXCR3 (Campanella et al. 2008; Van den Steen et al. 2008). Do mesmo modo, 

camundongos deficientes para o fator de transcrição T-bet (Oakley et al. 2013) e 

deficientes para IL-12-Rβ2 (Fauconnier et al. 2012) são menos suscetíveis para o 

desenvolvimento de malária cerebral experimental. Por fim, apesar dos controversos 

estudos acerca do papel das células T-CD4+ na malária, seus antígenos cognatos, 

bem como as células apresentadoras de antígeno que controlam sua diferenciação, 

ainda são pouco conhecidos. 

1.6.3 Respostas imunes contra o estágio sexuado do Plasmodium 

Embora as respostas imunes direcionadas aos estágios pré-eritrocítico e 

eritrocítico assexuado sejam as mais pesquisadas e, aparentemente, mais 

importantes na defesa contra malária, as respostas contra os gametócitos podem 

representar um importante mecanismo na diminuição da transmissão da doença.  

Os primeiros estudos avaliando a resposta contra estágios sexuados do 

parasito foram conduzido em modelos de malária aviária e demonstraram que aves 

imunizadas com sangue contendo gametócitos mortos tornavam-se menos infectivas 

para mosquitos (Huff et al. 1958). Quase duas décadas depois, foi demonstrado que 

galinhas imunizadas com gametócitos inativados de P. gallinaceum produziram uma 

atividade bloqueadora de transmissão em seu soro (Carter& Chen 1976; Gwadz 

1976), que não afetava diretamente o gametócito, mas sim o desenvolvimento do 

parasito no mosquito. Posteriormente, esta imunidade bloqueadora de transmissão 

foi demonstrada em camundongos (Mendis& Targett 1979) e primatas não humanos 

(Gwadz& Green 1978).  
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Os anticorpos contra as formas sexuadas do parasito podem induzir a 

eliminação dos gametócitos no sangue do hospedeiro vertebrado, (Margos et al. 

2001; Read et al. 1994). Além disso, no mosquito podem prevenir a fusão dos 

gametas (Blagborough& Sinden 2009), induzir via-complemento a destruição dos 

gametas ou oocineto (Volohonsky et al. 2010) e prevenir a motilidade do oocineto, 

impedindo sua penetração na parede do intestino médio e formação do oocisto 

(Baton& Ranford-Cartwright 2005a; Duffy et al. 1993; Ranawaka et al. 1994; Sieber 

et al. 1991). 

Conjuntamente com anticorpos do hospedeiro vertebrado, diferentes 

mecanismos no organismo do mosquito são descritos como capazes de controlar a 

infecção pelo Plasmodium (Smith& Barillas-Mury 2016). No interior do mosquito a 

eliminação do parasito é multimodal, com duas fases da imunidade inata do 

mosquito agindo nos estágios e oocineto e oocisto de plasmódios humanos e 

murinos (Gupta et al. 2009; Smith et al. 2015; Smith et al. 2014).  

Inicialmente, o epitélio do intestino médio do mosquito funciona como uma 

barreira para a chegada do parasito na hemocele, uma vez que cerca de 80% dos 

oocinetos invasores são destruídos pelo mosquito (Shiao et al. 2006), através de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (Han et al. 2000) e pelo sistema “tipo-

complemento” do mosquito, que interage com a superfície do oocineto, modificada 

pela nitração no intestino médio (Garver et al. 2013; Kumar et al. 2004; Oliveira Gde 

et al. 2012; Ramphul et al. 2015). Adicionalmente, trabalhos recentes evidenciaram 

que oocistos de P. berghei e P. falciparum são suscetíveis a efeitos do organismo do 

hospedeiro invertebrado em laboratório (Goulielmaki et al. 2014; Smith et al. 2015) e 

em estudos de campo (Awono-Ambene& Robert 1998). Embora o modo como o 

sistema imune do mosquito afeta o desenvolvimento dos oocistos ainda não esteja 

completamente esclarecido, a diferenciação de hemócitos após a infecção pelo 

Plasmodium, resulta no aumento das proporções de oenocitóides e granulócitos 

circulantes (Ramirez et al. 2014; Smith et al. 2015), que é capaz de conferir 

imunidade protetora em experimentos de desafio (Rodrigues et al. 2010). 

1.7 Desenvolvimento de vacinas anti-maláricas 

Diversas estratégias têm sido utilizadas visando a diminuição dos casos de 

malária no mundo, dentre os quais combate aos vetores e rápido diagnóstico 

associado ao adequado tratamento do paciente. Infelizmente, a ineficácia dos 
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inseticidas como controle em diversas áreas endêmicas e a resistência dos parasitos 

às drogas antimaláricas, tornam o desenvolvimento de uma vacina segura, eficaz e 

acessível, uma prioridade da saúde pública global (Polhemus et al. 2009). 

Um vasto repertório de evidências corrobora que seja possível produzir uma 

vacina anti-malárica eficaz. Em 1967, Nussenzweig e seus colaboradores 

demonstraram que a imunização de camundongos com esporozoítos irradiados foi 

capaz de gerar proteção contra o desafio com P. berghei (Nussenzweig et al. 1967). 

Posteriormente, o mesmo foi demonstrado para primatas não humanos. Entre os 

anos de 1989 e 1999, humanos imunizados com picadas de mosquitos irradiados 

carregando esporozoítos de P. falciparum apresentaram proteção de 100% contra 

desafios feitos 9 semanas após a última imunização (Hoffman et al. 2002). 

Adicionalmente, vem sendo demonstrado que indivíduos naturalmente expostos a 

malária adquirem certo grau de imunidade, razão pela qual os casos graves da 

doença acometem principalmente crianças e infantes (Langhorne et al. 2008; 

Richie& Saul 2002; Tetteh& Polley 2007). Entretanto, esta imunidade adquirida não 

parece ser duradoura, uma vez que indivíduos imunes parecem se tornar novamente 

suscetíveis a malária grave quando retornam a áreas endêmicas após longos 

períodos fora de áreas endêmicas para doença (Struik& Riley 2004). 

Em contraponto, a imunidade provida por um complexo de antígenos como 

esporozoítos irradiados e infecções naturais tem sido difícil de se replicar usando 

antígenos purificados. Acredita-se que as diferentes composições antigênicas 

apresentadas pelo Plasmodium nos diferentes estágios de seu ciclo biológico, aliada 

a variabilidade antigênica dentre as espécies e cepas dos parasitos, representam 

um dos maiores obstáculos ao desenvolvimento vacinal (Rappuoli& Aderem 2011), 

justificando assim a necessidade do desenvolvimento de uma vacina que contenha 

vários antígenos de uma única fase ou uma combinação de antígenos de diferentes 

fases do parasito (Miller& Hoffman 1998).  

Apesar disso, a maioria das vacinas pensadas para combater a malária tem 

como alvo um único estágio de vida do parasito, sendo classificadas com base 

nesse critério em: vacinas pré-eritrocíticas, vacinas de estágio sanguíneo, ou 

vacinas bloqueadoras de transmissão (Arama& Troye-Blomberg 2014). 

1.7.1 Vacinas pré-eritrocíticas 

Possuem o objetivo de bloquear a doença, impedindo a invasão dos 

hepatócitos pelos esporozoítos. Atualmente, em função do baixo número de 
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esporozoítos liberados durante o repasto sanguíneo, este estágio representa o 

principal alvo vacinal contra Plasmodium (Kebaier et al. 2009; Yamauchi et al. 2007). 

Contudo, uma vacina pré-eritrocítica precisa ser 100% efetiva, uma vez que, em 

virtude de sua elevada taxa de replicação, um pequeno número de esporozoíta é o 

suficiente para que a infecção atinja o estágio eritrocítico (March et al. 2013; Okie 

2005; Risco-Castillo et al. 2015). 

São exemplos desta estratégia, as vacinas que utilizam esporozoítos irradiados 

ou atenuados (Haeberlein et al. 2017; Hansen et al. 1979; Nussenzweig et al. 1969; 

Nussenzweig et al. 1967). Tais vacinas representam um interessante alvo, uma vez 

que quando funcionais impedem o estabelecimento da infecção inicial no fígado, 

inibindo assim a formação hipnozoítas e eventos subsequentes de recaídas, no caso 

de infecções por P. vivax ou P. ovale, além dos sintomas, frutos do ciclo eritrocítico 

do Plasmodium, e a transmissão da doença, uma vez que os parasitos não 

atingiriam o estágio de gametócitos (Arama& Troye-Blomberg 2014).  

Dentre as 19 formulações vacinais contra alvos deste estágio em ensaios 

clínicos ou pré-clínicos (WHO 2017), a vacina RTS,S, que utiliza a proteína 

Circunsporozoíto (CSP) de P. falciparum, proteína imunodominante na superfície do 

esporozoíto, ligada ao antígeno de superfície da hepatite B, se destaca como a 

principal formulação vacinal anti-malária. Tal formulação começou a ser testada em 

1980, apresentou sucesso parcial na imunização de crianças em ensaios de clínicos 

de fase 3 (Olotu et al. 2016; Rosenthal 2015; Rts 2015; Targett 2015), e será 

implementada a partir de 2018 em áreas selecionadas do Gana, Quênia e Malawi, 

segundo a Organização Mundial de Saúde (PATH 2017; Vandoolaeghe& 

Schuerman 2016). Apesar disso, a limitada taxa de proteção induzida pela vacina 

RTS,S reforça a ideia de construção vacinais contendo combinações de diferentes 

antígenos. 

Nesse contexto, destacamos a proteína CelTOS (Cell-Traversal Protein for 

Ookinetes and Sporozoites) como uma nova e promissora candidata vacinal. 

Recentemente, Jimah e colaboradores demonstraram que esta proteína é capaz de 

romper os lipossomas compostos de ácido fosfatídico através da formação de poros, 

sendo importante no processo de travessia celular desempenhado pelos 

esporozoítos nos hepatócitos, atuando principalmente na saída do parasito da célula 

hospedeira (Jimah et al. 2016). A CelTOS é secretada durante os estágios de 

esporozíta e oocineto do parasito (Kariu et al. 2006) e é altamente conservada entre 

parasitos do filo Apicomplexa, apresentando semelhança estrutural com a 
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glicoproteína gp41 de HIV-1 e com uma toxina formadora de poro de Mycobacterium 

tuberculosis (Jimah et al. 2016). Seu potencial como candidata vacinal está 

vinculado a estudos que apontam que a interrupção de genes da CelTOS em P. 

berghei reduz a infectividade do parasito tanto no mosquito quanto no fígado de 

camundongos (Kariu et al. 2006). Além disso, a imunização com a proteína CelTOS 

de P. falciparum (PfCelTOS) foi capaz de induzir proteção cruzada contra P. berghei 

em modelos murinos (Bergmann-Leitner et al. 2010). No entanto, embora a 

PfCelTOS seja vista como um antígeno vacinal promissor, estando inclusive em 

ensaios clínicos de pesquisa (WHO 2017), a proteína homóloga de P. vivax 

(PvCelTOS) é pouco explorado. Dentre os poucos trabalhos que avaliam seu 

potencial como candidata vacinal, destacamos o estudo de Longley e colaboradores, 

que demonstra que a proteína é naturalmente imunogênica em indivíduos expostos 

à malária da Tailândia, induzindo anticorpos que apresentam longevidade superior a 

um ano (Longley et al. 2015). Recentemente nosso grupo demonstrou que a 

PvCelTOS é uma proteína altamente conservada entre isolados de diferentes 

regiões geográficas, uma característica que dá suporte a seu potencial como 

candidata vacinal (Bitencourt Chaves et al. 2017). Apesar disso, os alvos antigênicos 

desta proteína, bem como seu papel protetor permanecem desconhecidos. 

1.7.2 Vacinas de estágio sanguíneo 

Também chamadas de vacinas eritrocíticas, são projetadas para desenvolver 

anticorpos que inibam a invasão dos eritrócitos pelos merozoítas (Moorthy et al. 

2004). Embora esta estratégia vacinal não induza uma imunidade estéril, uma vez 

que é incapaz de inibir o estágio hepático da infecção, ao bloquear a invasão dos 

eritrócitos, pode impedir a evolução da doença, gerando imunidade clínica e/ou 

diminuindo a morbidade e a gravidade dos quadros clínicos (Arama& Troye-

Blomberg 2014). 

 Em função de sua alta expressão na superfície dos merozoítas, diversos 

antígenos contra o estágio sanguíneo se encontram em teste nas 10 formulações 

vacinais hoje em ensaio clínico (WHO 2017), dentre os quais podemos destacar: A 

proteína-rica em glutamato (GLURP) e a proteína-3 de superfície de merozoíta 

(MSP3), componentes da formulação GMZ2 (Milligan et al. 2017; Sirima et al. 2016); 

o antígeno-1 de membrana apical (AMA)1 (Sirima et al. 2017); o antígeno-5 de 

repetição de serina (SERA5), componente da vacina SE36 (Palacpac et al. 2013); a 

proteína homóloga-5 de ligação de reticulócitos, componente das vacinas ChAd63 
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RH5 e MVA RH5 (Payne et al. 2017b); e a proteína de ligação Duffy de P. vivax 

(PvDBP) (Payne et al. 2017a), única candidata vacinal contra esta espécie 

plasmodial em ensaios clínicos atualmente (WHO 2017). 

Além destas, as proteínas de superfície de merozoitas (MSP) têm sido 

consideradas um promissor grupo de proteínas alvo, uma vez que são expressas 

durante a esquizogonia e se tornam associadas a superfície dos merozoítos ao 

longo do desenvolvimento do esquizonte (Barnwell et al. 1999). Além disso, em 

função de sua repetida exposição ao sistema imune do hospedeiro, diversas MSPs 

tem tido seu potencial imunológico investigado (Cheng et al. 2014; Osier et al. 2014; 

Stanisic et al. 2013).  

Dentre estas proteínas, a proteína-9 de superfície de merozoítas de P. vivax 

(PvMSP9) é considerada uma promissora candidata vacinal em função de diversos 

fatores dentre os quais: (1) sua localização na superfície do merozoíto; (2) a 

homologia com plasmódios simianos e P. falciparum; (3) a habilidade de IgG 

específicas em inibir a invasão dos merozoítas;  (4) sua alta imunogenicidade em 

ensaios realizados em modelos animais (Barnwell et al. 1999; Galinski et al. 1999; 

Oliveira-Ferreira et al. 2004b). Embora a MSP9 seja uma proteína identificada em 

diversas espécies de Plasmodium, sua análise filogenética demonstra que P. vivax é 

estritamente relacionado a espécies que infectam primatas não-humanos [34]. 

Estruturalmente, a MSP9 apresenta um longo domínio N-terminal, não repetitivo e 

conservado e uma região C-terminal contendo dois blocos espécie-específicos de 

repetição em tandem [28,35]. Acerca da imunogenicidade da PvMSP9, sua região N-

terminal contém 5 epítopos promíscuos de célula T (pE, pJ, pK, pH e pL), que 

interagem com um amplo espectro de moléculas de HLA de classe II [36,37]; é 

imunogênica em camundongos [36] e naturalmente imunogênica em adultos [26] e 

crianças [31]. Por outro lado, os blocos de repetição situados na região C-terminal 

da proteína são apontados como a região mais imunogênica da PvMSP9 [26], e 

anticorpos direcionados a seus blocos de repetição se mostraram correlacionados a 

exposição à malária [26,35]. 

Apesar do considerável número de candidatos vacinais contra este estágio, ao 

menos para P. falciparum, um considerável número de estudos aponta resultados 

desanimadoras acerca da proteção induzida por muitos destes antígenos (Duncan et 

al. 2011; Hermsen et al. 2007; Sagara et al. 2009). Acredita-se que a extensa 

diversidade genética do parasito e a pressão seletiva exercida pela resposta imune 

do hospedeiro sejam importantes fatores a serem considerados no desenvolvimento 
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de vacinas (Takala& Plowe 2009). Nesse sentido, além do uso de formulações 

vacinais combinando diferentes antígenos, atualmente, se sugere o foco em 

antígenos conservados, capazes de induzir reatividade cruzada, capaz de cobrir a 

ampla diversidade genética dos parasitos do gênero Plasmodium. 

1.7.3 Vacinas bloqueadoras de transmissão 

Também chamadas de vacinas altruístas, estas construções têm como alvo 

antígenos presentes durante os estágios de gametócito, gametas, zigoto e/ou 

oocineto do Plasmodium. Embora tais vacinas  não geram imunidade estéril, nem 

tão pouco imunidade clínica, são capazes de evitar o desenvolvimento do parasito 

no intestino médio do vetor, impedindo a transição de oocineto para oocisto e 

consequentemente a geração de esporozoítas e dispersão da doença (Carter et al. 

2000). Dentre os principais alvos direcionados a esta estratégia vacinal hoje em 

ensaios clínicos ou pré-clínicos, podem ser destacadas antígenos de P. falciparum 

presentes na superfície de gametócitos e gametas, como Pfs230 (Farrance et al. 

2011) e Pfs48/45 (Outchkourov et al. 2008) , e antígenos expressos nos estágios de 

zigoto e oocineto, como a Pfs25 (Goodman et al. 2011). 

Cabe ressaltar que, embora o uso desta estratégia vacinal possa representar 

uma importante ferramenta para programas de eliminação da malária, atualmente, 

não há nenhuma formulação vacinal deste tipo direcionada ao P. vivax em ensaios 

clínicos ou pré-clínicos, espécie mais dispersa no planeta. 

1.8 Desenvolvimento de vacinas contra o P. vivax 

Acerca do atual estágio das vacinas anti-maláricas, a “WHO Initiative for 

Vaccine Research” mantém uma lista atualizada de candidatas vacinais com base 

em dados inseridos pelas principais agências de fomento. Atualmente, além da 

vacina RTS,S, há cerca de 23 formulações vacinais em ensaios clínicos e 17 em 

ensaios pré-clínicos contra o P. falciparum, em contraponto, quando tratamos de 

pesquisas direcionadas ao P. vivax, o número de formulações em ensaios clínicos e 

pré-clínicos é drasticamente reduzido a 3 formulações: (1) ChAd63/MAV PvDBP, 

que tem como alvo a proteína que se liga ao antígeno Duff de P. vivax, e é hoje a 

única formulação vacinal contra esta espécie em ensaios clínicos; (2) VMP002, que 

contém a PvCSP expressa em Escherichia coli; e (3) PvSPZ, composta por 

esporozoítas atenuados (WHO 2017).  
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Este evidente viés na busca por vacinas contra o P. falciparum e o P. vivax, 

pode ser visto como resultado da reconhecida importância clínica atribuída ao P. 

falciparum, em função da alta letalidade e número de casos graves associados a 

esta espécie, que direcionou esforços e investimentos em estudos envolvendo esta 

espécie ao longo do tempo. Além disso, cabe destacar que a existência de um 

cultivo in vitro contínuo bem estabelecido de P. falciparum, facilita o uso de diversas 

metodologias da vacinologia convencional, acelerando o desenvolvimento de 

pesquisas.  

Contudo, os registros de casos de malária grave e letal por P. vivax (Geleta& 

Ketema 2016; Gupta et al. 2015; Mitra et al. 2015), a emergência de cepas 

resistentes à cloroquina (de Santana Filho et al. 2007; Karunajeewa et al. 2008; 

Teka et al. 2008) e à primaquina (Arias& Corredor 1989; Kristensen& Dragsted 2014; 

Nayar et al. 1997), além de sua ampla dispersão e enorme impacto socioeconômico 

causado por esta espécie em áreas endêmicas, tornam o desenvolvimento de uma 

vacina eficaz contra o P. vivax essencial para as estratégias de controle e 

eliminação da malária no mundo. Infelizmente, a falta de um cultivo in vitro de longa 

duração dificulta os esforços nesse sentido, impossibilitando o uso importantes 

abordagens da vacinologia convencional para identificação de alvos potenciais 

(Patarroyo et al. 2012; Thomson-Luque et al. 2017).  

1.9 Vacinologia reversa: uma abordagem promissora contra P. vivax 

A vacinologia reversa utiliza análises in silico de dados do genoma, 

transcriptoma ou proteômica do parasito para identificar características que podem 

distinguir potenciais candidatos vacinais (Rappuoli 2000, 2001). Esta abordagem 

reduz o tempo e o custo para identificação de alvos vacinais, sendo uma promissora 

alternativa nos estudos de parasitos não cultiváveis, como o P. vivax (Mora et al. 

2003).  

Desde o completo sequenciamento dos genomas de P. falciparum (Gardner et 

al. 2002) e P. vivax (Carlton et al. 2008; Dharia et al. 2010), uma quantidade 

substancial de informações sobre estes parasitos ficaram disponíveis. Estudos 

comparativos evidenciaram que essas espécies plasmodiais têm o potencial de 

expressar aproximadamente 5000 proteínas hipotéticas, sendo cerca de 75% destas 

ortólogas com outras espécies. Nos últimos anos, estudos baseados no 

transcriptoma e proteoma de P. vivax, identificaram possíveis candidatos vacinais 
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(Acharya et al. 2009; Bozdech et al. 2008; Westenberger et al. 2010), incluindo 

variantes de antígenos de superfície da família de multigênica Plasmodium 

interspersed repeat (pir), a maior família de genes identificada até agora, 

compartilhada por P. vivax e espécies plasmodiais de primatas não humanos, como 

P. knwolesi, e de roedores, como P. chabaudi, P. yoelii e P. berghei (Cunningham et 

al. 2010; Janssen et al. 2004).  

Por outro lado, a vacinologia reversa também permite, através de diferentes 

ferramentas de bioinformática, a identificação de epítopos alvos dentro de proteínas 

sabidamente antigênicas/imunogênicas. Desse modo, a determinação de regiões 

imunogênicas curtas e específicas dentro de candidatas vacinais, pode ser utilizada 

na geração de peptídeos quiméricos, contendo múltiplos epítopos contra diferentes 

alvos, e levar a um avanço no desenvolvimento de vacinas eficazes. Baseados 

nesse conceito, Bueno e seus colaboradores, utilizando a combinação de diferentes 

algoritmos de predição, identificaram um epítopo linear de célula B, altamente 

antigênico dentro do domínio II, a região mais imunogênica da candidata vacinal 

AMA-1 de P. vivax (PvAMA-1) (Bueno et al. 2011).  

Atualmente, o mapeamento por predição in silico e a posterior confirmação 

imuno-molecular dos epítopos de células B e T de proteínas candidatas vacinais 

vem sendo utilizada em diversos patógenos como o HIV e Influenza (Soria-Guerra et 

al. 2015). Além do possível uso em peptídeos quiméricos, a identificação de 

epítopos alvos dentro de candidatas vacinais conhecidas pode representar uma 

interessante estratégia para contornar mecanismos de escape do parasito, dentre os 

quais: a diversidade antigênica, uma vez que podem ser selecionados epítopos 

conservados entre diferentes cepas do parasito, e o mecanismo de “cortina- de 

fumaça” (Anders 1986), através da seleção de epítopos protetores específicos do 

candidato vacinal explorado, diminuindo o efeito de imunodominância de proteínas 

que não induzem imunidade protetora (Renia& Goh 2016). 

Em contraponto, apesar dos esforços empreendidos nas últimas décadas no 

desenvolvimento de vacinas contra malária, as candidatas vacinais hoje conhecidas 

não representam mais de 1% do proteoma predito para P. vivax (Valencia et al. 

2011).  
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1.10 Parasitos quiméricos: solução alternativa para um “velho” problema. 

Apesar dos avanços na identificação de alvos vacinais contra P. vivax, a 

ausência de um cultivo in vitro persiste sendo um obstáculo para avaliação do 

potencial protetor de novos antígenos. Nesse contexto, “parasitos quiméricos” 

surgem como uma alternativa viável e promissora para avaliação do potencial 

protetor de vacinas de subunidades (Cockburn 2013; Mlambo& Kumar 2008; 

Mlambo et al. 2008; Salman et al. 2015) e novas drogas terapêuticas (Blume et al. 

2011; Tewari et al. 2014) contra espécies plasmodiais que infectam humanos. Em 

suma, através desta abordagem são desenvolvidos parasitos murinos transgênicos, 

expressando proteínas alvos de P. vivax ou P. falciparum em lugar de suas 

homólogas na espécie original (Othman et al. 2017).  

Deste modo, novos ensaios vacinais contra P. vivax têm sido desenvolvidos, 

através da imunização de camundongos com candidatos vacinais e subsequente 

desafio com Plasmodium murino transgênico expressando o alvo vacinal 

(Blagborough et al. 2016; Gimenez et al. 2017; Mizutani et al. 2016; Salman et al. 

2017). Nesse cenário, a combinação de “parasitos e antígenos quiméricos” pode 

representar um novo caminho para o desenvolvimento de vacinas eficazes contra o 

P. vivax. 

1.11 Justificativa 

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

principalmente pela falta de um sistema in vitro para o cultivo contínuo e o equívoco 

generalizado de que a malária causada pelo P. vivax é branda. Contudo, a elevada 

dispersão e prevalência do P. vivax no mundo, somados ao crescente número de 

relatos de malária grave por esta espécie e ao surgimento e dispersão de cepas 

resistentes ao tratamento na Ásia, Brasil e África, tornam o desenvolvimento de 

vacinas para esta espécie plasmodial um passo fundamental para o controle da 

malária no Brasil e no mundo. 

Apesar da reconhecida importância epidemiológica da malária causada pelo P. 

vivax em várias partes do mundo, inclusive no Brasil, a busca de vacinas contra esta 

espécie plasmodial é pouco explorada e o número de proteínas antigenicamente 

relevantes ainda é restrito. Atualmente, enquanto existem 17 formulações vacinais 

em ensaio pré-clínico e 24 em ensaios clínicos direcionadas ao P. falciparum, estes 
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números são drasticamente reduzidos a 2 e 1, respectivamente, quando se tratando 

de formulações direcionadas ao P. vivax (WHO 2017).  Em meio a este cenário, a 

vacinologia reversa surge como uma alternativa promissora para identificação de 

alvos vacinais contra o P. vivax. Atualmente, o mapeamento por predição in silico e 

a posterior confirmação imuno-molecular dos epítopos de células B e T de proteínas 

candidatas vacinais vem sendo utilizada em diversos patógenos como o HIV e 

Influenza (Soria-Guerra et al. 2015), fornecendo constantemente subsídios para o 

desenvolvimento de vacinas e novos testes de diagnósticos eficazes. Na malária, 

apesar do considerável número de proteínas candidatas vacinais citados 

anteriormente, estudos que utilizem ferramentas de bioinformática aliados a 

confirmação experimental com antígenos de Plasmodium são escassos. 

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

candidatas vacinais, bem como sua utilização em ensaios de imunização, pode 

representar uma importante contribuição no campo das pesquisas em vacinas contra 

o P. vivax, uma vez que fornecerá informações relevantes sobre a validação e 

identificação de candidatos vacinais, bem como sua antigenicidade e 

imunogenicidade. Para tanto, a construção de quimeras lineares sintéticas contendo 

epítopos identificado in silico em proteínas candidatas vacinais tem se mostrado 

uma alternativa viável, de baixo custo e com um relativo sucesso reportado em 

plasmódios murinos (Caro-Aguilar et al. 2005; Singh et al. 2012).  
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OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Identificar e validar epítopos de célula B de diferentes proteínas candidatas 

vacinais de Plasmodium vivax, bem como avaliar seus potenciais antigênicos e 

imunogênicos, quando inseridos em peptídeos lineares sintéticos. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar a resposta imune naturalmente adquirida contra a proteína de fase 

pré-eritrocítica PvCelTOS em indivíduos da Amazônia brasileira (Artigo 1); 

 Identificar in silico epítopos lineares de célula B na PvCelTOS (Artigo 1); 

 Realizar o mapeamento de epítopos da PvCelTOS, identificando suas regiões 

imunogênicas em indivíduos naturalmente expostos a malária (Artigo 1) 

  Validar os métodos de predição in silico através da sobreposição dos dados 

de predição e dados de mapeamento antigênico da PvCelTOS (Artigo 1); 

 Avaliar impactos da diversidade genética da PvCelTOS na estrutura da 

proteína e potencial imunogênico de epítopos identificados in silico (Artigo 2) 

 Identificar in silico epítopos lineares de célula B na proteína de fase 

eritrocítica PvMSP9 (Artigo 3);  

 Confirmar a antigenicidade do epítopo predito em indivíduos naturalmente 

expostos a malária (Artigo 3); 

 Determinar a existência de correlações entre dados epidemiológicos e a 

resposta específica para o epítopo identificado (Artigo 3); 

 Sintetizar peptídeos lineares representando epítopos de célula T e B da 

PvMSP9 (Artigo 4); 

 Avaliar a resposta imune celular e humoral induzidas pelos peptídeos 

sintéticos, formulados em adjuvante, em camundongos BALB/c (Artigo 4); 

 Averiguar o reconhecimento da proteína recombinante PvMSP9-RIRII pelos 

anticorpos induzidos pelos peptídeos sintéticos (Artigo 4); 

 Verificar o reconhecimento da proteína nativa no parasito por anticorpos 

gerados em camundongos imunizados com peptídeos sintéticos (Artigo 4). 
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RESULTADOS  

3.1 Artigo 1 - Plasmodium vivax Cell-traversal protein for ookinetes and 

sporozoites (PvCelTOS): Resposta humoral naturalmente adquirida e 

mapeamento de epítopos de célula B em indivíduos da Amazônia 

brasileira. 

 

3.1.1 Objetivos específicos: 

 Avaliar a resposta imune naturalmente adquirida contra a proteína de fase 

pré-eritrocítica PvCelTOS em indivíduos da Amazônia brasileira (Artigo 1); 

 Identificar in silico epítopos lineares de célula B na PvCelTOS (Artigo 1); 

 Realizar o mapeamento de epítopos da PvCelTOS, identificando suas regiões 

imunogênicas em indivíduos naturalmente expostos a malária (Artigo 1) 

  Validar os métodos de predição in silico através da sobreposição dos dados 

de predição e dados de mapeamento antigênico da PvCelTOS (Artigo 1); 
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3.2 Artigo 2: “Sequência gênica e epítopos potenciais da PvCelTOS 

(Plasmodium vivax Cell-traversal protein for ookinetes and sporozoites) 

são altamente conservados entre isolados de diferentes regiões da 

Amazônia brasileira. ” 

 

3.2.1 Objetivos Específicos 

 Caracterizar a PvCelTOS em isolados brasileiros de diferentes áreas endêmicas 

de malária; 

 Avaliar o polimorfismo genético da PvCelTOS nos isolados; 

 Realizar a predição in silico de epítopos lineares potencialmente 

reconhecimentos por células B nas diferentes sequências encontradas; 

Avaliar impactos da diversidade genética da PvCelTOS na estrutura da 

proteína e potencial imunogênico de epítopos identificados in silico. 
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3.3 Artigo 3: “Identificação in silico e validação de um epítopo linear de célula 

B e naturalmente imunogênico na Proteína-9 de superfície de merozoíta, 

uma candidata vacinal de Plasmodium vivax” 

 

3.3.1 Objetivos Específicos 

 Identificar in silico epítopos lineares de célula B na proteína de fase 

eritrocítica PvMSP9;  

 Confirmar a antigenicidade do principal epítopo predito em indivíduos 

naturalmente expostos a malária;  

 Determinar a existência de correlações entre dados epidemiológicos e a 

resposta específica para o epítopo identificado. 
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3.4 Artigo 4 (Aceito com major revision pela revista Vaccine) – 

Imunogenicidade de construções peptídicas sintéticas baseadas no 

PvMSP9E795-A808, um epítopo linear de célula B da proteína-9 de superífice 

de merozoíta de P. vivax, em camundongos BALB/c. 

 

3.4.1 Objetivos específicos: 

 Sintetizar peptídeos lineares representando epítopos de célula T e B da 

PvMSP9; 

 Avaliar a resposta imune celular e humoral induzidas pelos peptídeos 

sintéticos, formulados em adjuvante, em camundongos BALB/c; 

 Averiguar o reconhecimento da proteína recombinante PvMSP9-RIRII pelos 

anticorpos induzidos pelos peptídeos sintéticos; 

 Verificar o reconhecimento da proteína nativa no parasito por anticorpos 

gerados em camundongos imunizados com peptídeos sintéticos; 

 Caracterizar fenotípicamente as subpopulações de células T e B de memória 

induzidas na imunização com peptídeos sintéticos. 
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DISCUSSÃO 

O desenvolvimento de uma vacina segura, eficaz e de baixo custo contra o P. 

vivax persiste um desafio para a comunidade científica. Apesar do considerado 

número de antígenos descritos nos últimos anos, as estratégias de vacinologia 

convencional são particularmente dificultadas quando lidam com parasitos não-

cultiváveis, como P. vivax. Contudo, com o advento do sequenciamento completo do 

genoma e avanços na área de bioinformática, o campo da vacinologia foi 

radicalmente modificado, permitindo a descrição de novos antígenos e o 

aprimoramento de candidatos vacinais já conhecidos através da vacinologia reversa. 

Nesse contexto, construções vacinais baseadas em peptídeos sintéticos 

representam uma estratégia reemergente bem-sucedida (Cespedes et al. 2013; 

Silva-Flannery et al. 2009b), mas extremamente dependente da adequada seleção 

de epítopos. 

Baseados neste racional e considerando estudos que apontam a proteína de 

“Travessia Celular de Oocinetos e Esporozoítas” (CelTOS) de P. falciparum como 

uma potencial candidata vacinal (Bergmann-Leitner et al. 2010; Kariu et al. 2006; 

Kusi et al. 2014), a primeira parte de nosso estudo buscou testar duas hipóteses 

centrais: A proteína CelTOS de P. vivax (PvCelTOS) pode ser considerada uma 

candidata vacinal promissora contra o P. vivax. E, é possível, utilizando ferramentas 

de predição in silico, identificar com sucesso epítopos de célula B em proteínas 

candidatas vacinais de P. vivax. 

Deste modo, a fim de confirmar a primeira hipótese, avaliamos a resposta 

imune naturalmente adquirida contra a PvCelTOS em uma população formada por 

528 indivíduos da Amazônia brasileira, naturalmente expostos a malária. 

Primeiramente, verificamos que cerca de 18% da população estudada apresentou 

anticorpos específicos contra a PvCelTOS, confirmando, pela primeira vez, a 

imunogenicidade naturalmente induzida por esta proteína em indivíduos da 

Amazônia brasileira. Interessantemente, a frequência de respondedores observada 

em nosso estudo foi similar a observada na Tailândia por Longley e seus 

colaboradores (Longley et al. 2016), sugerindo um padrão de resposta similar em 

populações geneticamente distintas. Cabe ressaltar que a baixa reatividade é um 

achado comum em estudos que avaliam resposta naturalmente adquirida contra 

antígenos de fase pré-eritrocítica e pode ser justificada pelo curto período de contato 

do esporozoíta com o sistema imune (Oliveira-Ferreira et al. 2004a; Storti-Melo et al. 
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2012; Yildiz Zeyrek et al. 2011). Em contraponto, apesar da baixa frequência de 

respondedores, observamos a prevalência de anticorpos do isotipo IgG1, um achado 

relevante, visto que anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3) são frequentemente 

prevalentes em amostras de indivíduos imunes de áreas de alta-transmissão 

(Bouharoun-Tayoun& Druilhe 1992; Chelimo et al. 2005; John et al. 2005; Stanisic et 

al. 2009) e costumeiramente associados a imunidade protetora (Aribot et al. 1996; 

Metzger et al. 2003; Nebie et al. 2008). 

Ainda avaliando o potencial vacinal desta proteína, buscamos por associações 

entre parâmetros epidemiológicos de proteção, susceptibilidade ou exposição da 

população e a resposta humoral contra PvCelTOS. Neste ponto do trabalho, 

constatamos que os níveis de IgG se mostraram diretamente relacionados ao 

número de infecções anteriores de malária, sugerindo um efeito cumulativo de 

anticorpos com novas infecções, e inversamente correlacionados com o tempo 

desde o último episódio de malária, indicando um efeito protetor dos anticorpos anti-

PvCelTOS. Em contraponto, ao analisarmos os índices de reatividade das 

subclasses, notamos que os níveis de IgG3 se mostraram diretamente associados 

ao número de episódios recentes de malária, e inversamente associado com o 

tempo decorrido desde a última malária, sugerindo que infecções recentes possam 

induzir maiores níveis de IgG3. 

Além disso, considerando que trabalhos anteriores demonstraram associações 

entre altos níveis de anticorpos contra antígenos pré-eritrocíticos e risco reduzido de 

malária clínica  em crianças (John et al. 2008) e também com a diminuição do risco 

de infecção em adultos (John et al. 2005), resolvemos agrupar os indivíduos 

respondedores para PvCelTOS, em alto-respondedores (índice de reatividade > 2) e 

baixo-respondedores ( 1> índice de reatividade ≤2), a fim de evidenciar diferenças 

nos perfis epidemiológicos que pudessem justificar a ampla magnitude de resposta 

observada e indicar um eventual papel protetor do alto nível de anticorpos contra 

PvCelTOS. Nesse sentido, nossa primeira constatação foi que indivíduos baixo-

respondedores e não respondedores apresentavam perfis epidemiológico 

extremamente similares, fato que nos levou a cogitar uma eventual restrição 

genética na resposta para PvCelTOS. Sobre este tema, trabalhos anteriores 

demonstraram associação entre diferentes alelos de HLA-II e ausência de resposta 

humoral contra alvos de estágio pré-eritrocítico de P. vivax (Oliveira-Ferreira et al. 

2004a; Storti-Melo et al. 2012). Contudo, nosso desenho experimental não nos 
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permite determinar se há alguma influência de diferentes alelos de HLA na resposta 

ou ausência de resposta à PvCelTOS.  

Independente dos fatores determinantes na habilidade de desenvolver resposta 

humoral contra PvCelTOS, quando comparados a não respondedores ou a baixo 

respondedores, os indivíduos com altos níveis de anticorpos anti-PvCelTOS 

apresentaram maior número de episódios anteriores de malária e maior frequência 

de episódios recentes da doença. Esses dados são contrários a hipótese de que a 

proteína PvCelTOS seja uma boa candidata vacinal, uma vez que, embora 

naturalmente imunogênica, não observamos nenhuma associação marcante entre 

esta resposta e proteção. Em contraponto, um trabalho recente de nosso grupo 

evidenciou que a PvCelTOS é altamente conservada entre cepas de diferentes 

regiões geográficas (Bitencourt Chaves et al. 2017), indicando um baixo 

polimorfismo da proteína, que pode ser considerado um fator positivo para indicá-la 

como um candidato vacinal, contudo,  a baixa reatividade observada em diferentes 

populações também pode indicar o efeito de uma baixa pressão seletiva sobre a 

mesma. Infelizmente, esse primeiro conjunto de dados não foi suficiente para definir 

a PvCelTOS como uma boa candidata vacinal, nem a descartar deste papel. 

Acreditamos que somente a identificação de suas regiões imunogênicas, combinada 

a estratégias de imunização de modelos animais e o uso de parasitos quiméricos em 

ensaios de desafio poderão determinar de fato o papel dos anticorpos anti-

PvCelTOS na imunidade. 

 

Desse modo, demos sequência ao estudo buscando avaliar nossa segunda 

hipótese: “É possível identificar in silico epítopos de célula B de proteínas candidatas 

vacinais de P. vivax”. Para tal, utilizando 2 algoritmos de bioinformática (BepiPred e 

EMINI surface accessibility), identificamos in silico 4 sequências de aminoácidos 

como epítopos lineares de célula B, hipoteticamente expressos na superfície da 

PvCelTOS (PvCelTOSK6-N13, PvCelTOSG38-R57, PvCelTOSI136-E143 e PvCelTOSK166-

S191). Paralelamente, por peptide array, testamos as 94 amostras respondedoras 

para PvCelTOS contra 32 peptídeos lineares sintéticos, formados por 15 

aminoácidos, com sobreposição de 9 aminoácidos, que representavam toda 

sequência da proteína. Deste modo, realizamos o mapeamento de epítopos da 

PvCelTOS, identificando ao todo 10 peptídeos (N13-L27; S19-V33; E73-I87; L79-

K93; S97-A111; P127-V141; I133-G147; P139-V153; L181-L195; E182-D196) que 

foram reconhecidos por mais de 20% dos respondedores para proteína 
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recombinante. Com base nesses resultados, os peptídeos reconhecidos que 

apresentavam sobreposição de aminoácidos foram agrupados em 5 regiões 

imunogênicas (PvCelTOSN13-V33; PvCelTOSE73-K93; PvCelTOSS97-A111; PvCelTOSP127-

V153 and PvCelTOSL181-D196) nas quais epítopos de célula B estariam inseridos. 

Assim, pela combinação da análise in silico e o mapeamento de epítopos de célula B 

da PvCelTOS, foi possível verificar que 50% das sequências preditas como epítopos 

lineares de célula B, se encontravam em regiões imunogênicas, validando a 

metodologia de predição. Adicionalmente, as duas regiões imunogênicas que 

apresentaram maiores frequências de reconhecimento possuíam epítopos preditos 

em seu interior, sendo o peptídeo I133-G147, identificado como imunodominante na 

PvCelTOS e reconhecido por mais de 90% dos respondedores para proteína 

recombinante, o único peptídeo a conter inteiramente a sequência de um epítopo 

predito (PvCelTOSI136-E143). Nesse contexto, utilizando o peptide-array foi possível 

confirmar nossa hipótese secundária e validar o uso de ferramentas de predição 

para identificação ou caracterização de epítopos alvo dentro de proteínas candidatas 

de P. vivax. Como perspectiva para este trabalho, sendo a PvCelTOS uma proteína 

de fase pré-eritrocítica, presente em esporozoítas e essencial ao seu processo de 

travessia entre os hepatócitos, pretendemos identificar epítopos de célula TCD4 e 

TCD8 nesta proteína e verificar a resposta celular induzida por eles em PBMC de 

indivíduos naturalmente expostos a malária. 

 

Com a conclusão do trabalho anterior, iniciamos uma nova etapa em nosso 

estudo, que envolveu a aplicação de abordagens de bioinformática para identificar 

epítopos de célula B na PvMSP9, uma reconhecida candidata vacinal de estágio 

eritrocítico de P. vivax. Nesta etapa, duas novas hipóteses foram levantadas: (I) É 

possível identificar in silico um epítopo imunodominante na PvMSP9 e (ii) validá-lo 

como epítopo de célula B naturalmente imunogênico na proteína. Para testar nossa 

primeira hipótese, utilizando a combinação de 3 diferentes algoritmos de predição 

(BepiPred, IUPRED e Anchor), foi possível identificar 9 sequências de diferentes 

tamanhos como epítopos lineares de célula B na PvMSP9. Interessantemente, 

apenas a maior das sequências, formada por 104 aminoácidos (PvMSP9E774-H877) se 

encontrava inteiramente inserida na região descrita como mais imunogênica da 

PvMSP9, seus dois blocos de repetição na região C-terminal (Lima-Junior et al. 

2008; Lima et al. 2010). Guiados por esta informação, resolvemos explorar este 

longo fragmento e identificamos que o mesmo era formado por 3 diferentes 
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sequências, sendo a segunda destas formada por 14 aminoácidos que se repetiam 

em tandem (E795-A808; E809-A822; E823-A836; E837-A850; E851-A864). Assim, 

considerando que a sequência EAAPENAEPVHENA se repete cinco vezes 

ininterruptas em tandem, corresponde a 29% da região mais imunogênica da 

PvMSP9 e apresentou o segundo maior score de predição como epítopo linear de 

célula B (BepiPred), associado a altas probabilidades de estar inserida em uma 

região desordenada (IUPRED) da proteína e servir como sítio de interação entre 

proteínas (Anchor), nós assumimos que esta sequência, denominada PvMSP9E795-

A808, poderia ser considerada um potencial epítopo de célula B.  

Recentemente, Bueno e seus colaboradores adotaram uma estratégia similar 

para mapear e validar um epítopo linear de célula B altamente imunogênico na 

candidata vacinal PvAMA-1 (Bueno et al. 2011). Embasados neste estudo, nós 

demos sequência ao teste de nossa hipótese, buscando validar o epítopo predito 

PvMSP9E795-A808 como um epítopo imunodominante na PvMSP9. Para tal, utilizamos 

amostras de 316 indivíduos residentes na Amazônia brasileira, que, sabidamente, 

apresentavam anticorpos específicos para proteína recombinante PvMSP9-RIRII, 

que representa os dois blocos de repetição da PvMSP9.  Assim, inicialmente 

confirmamos que o epítopo PvMSP9E795-A808 é naturalmente imunogênico em 

populações expostas a malária, visto que 56% da população analisada apresentava 

anticorpos específicos para o peptídeo sintético representando a sequência. Mais do 

que isso, baseados no estudo de Bueno e colaboradores, através do ensaio de 

ELISA de absorção, confirmamos que os anticorpos anti-PvMSP9E795-A808 

correspondiam a cerca de 30% dos anticorpos anti-PvMSP9-RIRII, sugerindo então, 

que este seja de fato um epítopo imunodominante situado no primeiro bloco de 

repetições da proteína. Interessantemente, a resposta específica contra o epítopo 

era formada prevalentemente por anticorpos do subtipo IgG1, uma subclasse 

citofílica, estando seus níveis diretamente associados ao tempo decorrido desde o 

último episódio de malária. Deste modo, confirmamos nossas hipóteses, não apenas 

validando o epítopo PvMSP9E795-A808 como um linear de célula B na PvMSP9, mas 

dando suporte ao potencial desta sequência em construções vacinais.  

 

 Por fim, com a conclusão desta etapa, demos início a etapa final de nosso 

estudo, buscando confirmar a hipótese de que “o epítopo PvMSP9E795-A808 é 

imunogênico em modelos animais em construções peptídicas sintéticas”. Para 

validar esta hipótese e considerando que o epítopo validado se repete cinco vezes 
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em tandem na PvMSP9, peptídeos lineares foram sintetizados tendo como base 3 

epítopos: duas repetições da sequência EAAPENAEPVHENA [peptídeo RII: 

PvMSP9(E795-A808)2]; a sequência ASIDSMIDEIDFYEK (Peptídeo pL), um epítopo T-

helper promíscuo presente na região N-terminal da PvMSP9, naturalmente 

imunogênico em populações expostas a malária (Lima-Junior et al. 2010) e a 

sequência QYIKANSKFIGITE (peptídeo TT), um epítopo T-helper da toxina tetânica, 

já bem caracterizado por sua capacidade de potencializar a resposta humoral em 

camundongos  (Jang et al. 2012; Kaumaya et al. 1993; Panina-Bordignon et al. 

1989). Todos os peptídeos foram sintetizados em sua forma simples (RII, pL e TT) e 

na forma conjugada, com um epítopo T-helper fusionado ao epítopo PvMSP9(E795-

A808)2 (pLRII e TTRII), formulados em adjuvante Montanide ISA-51 e utilizados na 

imunização de camundongos BALB/c, a fim de avaliar a resposta imune humoral e 

celular induzida pelas diferentes construções, bem como o perfil fenotípico de 

subpopulações de memória nos esplenócitos ao final das imunizações. 

Desse modo, nosso primeiro resultado nesta etapa já validava nossa hipótese, 

visto que todas as construções vacinais contendo o epítopo PvMSP9(E795-A808)2 se 

mostraram capazes de induzir anticorpos específicos contra o peptídeo RII. Mais do 

que isso, conforme observado em estudos anteriores de Caro-Aguilar, a inserção de 

epítopos T-helper nas construções foi capaz de potencializar a resposta humoral, 

induzindo mais rapidamente, maiores níveis de anticorpos que o epítopo de célula B 

isolado (Caro-Aguilar et al. 2005; Caro-Aguilar et al. 2002). No entanto, embora os 

níveis de anticorpos obtidos pelas construções conjugadas sejam comparáveis a 

estudos similares, estes se mostraram aquém daqueles obtidos pela imunização 

com proteínas recombinantes (Oliveira-Ferreira et al. 2004b), reforçando a ideia de 

peptídeos sintéticos sejam uma plataforma vacinal pouco imunogênica, e 

evidenciando a necessidade de se buscarem novas ferramentas a fim de ampliar 

esta imunogenicidade. Apesar desta discrepância no nível de anticorpos induzidos 

por peptídeos sintéticos e proteínas recombinantes, cabe ressaltar que, 

considerando uma cinética de imunizações similar, com o mesmo adjuvante, ambas 

as plataformas vacinais induziram tanto perfis similares de imunogenicidade, com 

soroconversão após o primeiro booster vacinal e manutenção dos níveis de 

anticorpos até o final da cinética experimental, quanto um mesmo padrão de 

subclasses, caracterizado pela ausência de IgG3 a similar prevalência de IgG1, 

IgG2a e IgG2b (Oliveira-Ferreira et al. 2004b). As semelhanças observadas entre os 
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dois estudos sugerem uma importante participação do adjuvante na determinação 

do perfil de subclasses e indução de anticorpos. 

Acerca do papel protetor dos anticorpos induzidos, nosso desenho 

experimental foi limitado pela falta de um desafio vacinal. Apesar disso, os 

anticorpos anti-PvMSP9(E795-A808)2 se mostraram capazes de reconhecer 

especificamente a proteína recombinante PvMSP9-RIRII e, mais do que isso, 

capazes de reconhecer a proteína nativa do parasito em ensaios de 

imunofluorescência. Deste modo, considerando que o epítopo PvMSP9(E795-A808) é 

um epítopo imunodominante na região mais imunogênica da proteína e que 

anticorpos anti-PvMSP9 já se mostraram capazes de inibir a invasão de hemácias 

pelos merozoítas in vitro (Barnwell et al. 1999), acreditamos que a sequência 

PvMSP9(E795-A808)2 possa ser um bom candidato vacinal. Contudo, consideramos que 

o uso de parasitos quiméricos, expressando a PvMSP9, seja a melhor maneira de 

comprovar inquestionavelmente o papel protetor destes anticorpos. 

Por outro lado, ao avaliarmos a resposta celular induzida pelas diferentes 

construções peptídicas, constatamos que apenas o peptídeo TTRII foi capaz de 

induzir um número significativo de células secretoras de IFN-γ, comparável ao 

induzido por proteínas recombinantes (Oliveira-Ferreira et al. 2004b). Cabe ressaltar 

que este foi o primeiro trabalho avaliando a imunogenicidade do epítopo pL em 

modelos animais. Curiosamente, embora este epítopo seja caracterizado como um 

epítopo T-helper promíscuo em seres humanos e que quando fusionado ao epítopo 

PvMSP9(E795-A808)2 tenha induzido uma potencialização da resposta humoral contra 

este epítopo, ao que parece o epítopo pL não se mostrou capaz de estimular um 

aumento específico no número de células produtoras de IFN-γ. Este dado não chega 

a ser uma surpresa, visto que a análise in silico de sua sequência sugeria que esta 

não seria facilmente reconhecida por MHC-II de camundongos BALB/c (H2-IAd e H2-

IEd). 

Por fim, ainda buscando caracterizar a resposta imune induzida pelo epítopo 

PvMSP9(E795-A808)2 em peptídeos sintéticos, analisamos o perfil de subpopulações de 

memória no baço dos animais imunizados, 21 dias após a última imunização. 

Contudo, não foi possível observar nenhuma alteração marcante na frequência de 

células encontradas, fato que pode ser atribuído ao longo período decorrido entre a 

imunização e a análise. Reinhardt e seus colaboradores observaram que a 

frequência de células de memória induzidas por peptídeos de ovalbumina no baço 

tem seu pico cerca de 3 dias após a injeção do antígeno, mas retorna a níveis 
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basais em torno de 20 dias (Reinhardt et al. 2001). Deste modo, acreditamos que as 

células de memória induzidas pelos peptídeos sintéticos já deveriam ter migrado 

quando observamos, estando alojadas na medula, linfonodos ou mesmo circulantes 

na corrente sanguínea. Embasados por isso, em estudos futuros pretendemos 

realizar uma alteração no desenho experimental, observando perfis fenotípicos no 

baço 3 dias após a última imunização. 

Concluindo, nosso estudo reforça o uso da vacinologia reversa como uma 

alternativa viável para identificar e explorar candidatos vacinais contra o P. vivax, 

caracterizando seus epítopos e permitindo a elaboração de novas e melhores 

construções vacinais, baseadas em multi-epítopos. Além disso, destacamos a 

importância do desenvolvimento de parasitos transgênicos como modelos para 

melhor avaliar o potencial de novas construções vacinais, acreditando que em 

conjunto estas abordagens possam representar um marco no desenvolvimento no 

de vacinas contra a espécie plasmodial mais dispersa no mundo e hoje vista como a 

mais difícil de se eliminar. 
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PERSPECTIVAS 

 Identificar in silico e validar experimentalmente epítopos de célula T-CD4 e T-CD8 

na PvCelTOS; 

 Sintetizar construções vacinais contendo epítopos de célula T e B validados na 

PvCelTOS e avaliar seu potencial antigênico e imunogênico em modelos animais; 

 Desenvolver esporozoítas quiméricos, expressando a PvCelTOS, a fim de avaliar 

o papel protetor de vacinas baseadas em epítopos da PvCelTOS; 

 Desenvolver merozoítas quiméricos expressando a PvMSP9, para avaliar o papel 

protetor dos anticorpos anti-PvMSP9(E795-A808)2; 

 Desenvolver construções vacinais multi-epítopos e multi-estágio, contendo 

epítopos de fase pré-eritrocítica, eritrocítica e sexuada, para ensaios de 

imunização em modelos animais. 
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CONCLUSÕES 

 A combinação de diferentes algoritmos de predição se mostrou uma estratégia 

para identificação de epítopos imunogênicos; 

 A PvCelTOS é naturalmente imunogênica em habitantes da Amazônia brasileira, 

com prevalência de anticorpos IgG1; 

 5 regiões imunogênicas foram identificadas, em diferentes níveis, na PvCelTOS; 

 Todas as regiões imunogênicas se mostraram expostas e acessíveis em solução; 

 O peptídeo PvCelTOSA133-F147 foi o epítopo imunodominante; 

 A sequência predita EAAPENAEPVHENA (PvMSP9E795-A808) pode ser 

considerada uma potencial candidata vacinal, uma vez que foi validada como 

naturalmente imunogênica em indivíduos expostos à malária e se mostrou 

imunogênica em modelos animais; 

 Anticorpos específicos contra PvMSP9(E795-A808)2 foram capazes de reconhecer a 

proteína recombinante PvMSP9-RIRII e a proteína nativa no parasito; 

 Epítopos T-helper conjugados em peptídeos sintéticos se mostraram capazes de 

potencializar a resposta humoral contra epítopos de célula B. 
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ANEXOS: ARTIGOS EM COAUTORIA.  

4.1 Artigo 1 – Correlação de APRIL com produção de citocinas inflamatórias 

durante a malária aguda na Amazônia brasileira. 
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4.2 Artigo 2 – Associação do genótipo IL-10A com baixos níveis circulantes 

de IL-10 em indivíduos infectados com malária de área endêmica da 

Amazônia brasileira. 
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4.3 Artigo 3 – Coinfecção com parasitas intestinais não altera o perfil de 

citocinas plasmáticas induzido em episódios de malária aguda em 

indivíduos de área endêmica do Brasil. 
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4.4 Artigo 4 – Alterações em citocinas e parâmetros hematológicos durante 

as fases aguda e de convalescência de infecções por Plasmodium 

falciparum e Plasmodium vivax.  

 


