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RESUMO

A maléaria ¢ um problema de saude publica a nivel mundial que acomete principalmente
criangas e pessoas em vulnerabilidade social. No Brasil a doenga ¢ endémica na regidao Norte,
com Plasmodium vivax sendo a espécie predominante com mais de 80% dos casos confirmados
anualmente. O elevado numero de casos clinicos, a crescente resisténcia dos parasitos aos
antimalaricos usuais e a auséncia de uma vacina eficaz contra a malaria, t€ém contribuido para
0 insucesso nos programas de elimina¢do da doeng¢a no mundo. Existem apenas duas vacinas
contra a malaria licenciadas, porém ambas s3o direcionadas exclusivamente a infec¢des por
Plasmodium falciparum, espécie que detém a grande maioria dos estudos sobre a doenga, com
poucos trabalhos avaliando a complexidade da resposta imune em P. vivax, sendo assim, o
entendimento da resposta humoral direcionada a distintas proteinas dos plasmodios em regides
de baixa endemicidade ainda é necessario para nortear o desenvolvimento de vacinas nessas
regides, especialmente no Brasil. Com base nisso, o presente trabalho tem por objetivo mapear
o perfil de resposta de anticorpos em individuos na fase aguda (D0) e convalescenga (D30 e
D180 apds a infeccdo) da malaria vivax. Para tal utilizou-se peptideos sintéticos que
representam porcdes lineares das proteinas CelTOS e TRAP de fase exoeritrocitica ¢ CyRPA
de fase eritrocitica de P. vivax, candidatas vacinais em potencial. O ELISA indireto com o soro
de pacientes provenientes da regido endémica brasileira, infectados ou ndo, e de individuos nao
expostos foi o método utilizado para a determinacao da positividade ¢ magnitude dos indices
de reatividade dos anticorpos IgM, IgG e suas subclasses. O indice de reatividade também foi
utilizado para avaliar a dindmica de resposta nos dias 0 € 30; 0 e 180; € 0, 30 e 180 pos infecgao
para IgG e para a correlagdo com parametros clinicos epidemioldgicos durante a fase aguda
para IgG e IgM. Os resultados obtidos mostram que a populacao estudada mostra frequéncia e
magnitude para todos os peptideos e anticorpos nos diferentes dias de coleta. Para IgM, uma
maior frequéncia de respondedores foi associada ao peptideo de fase eritrocitica durante a fase
aguda. Para IgG, observa-se que uma grande parcela da populacdo estudada responde as
proteinas nos diferentes dias de coleta, com destaque para os peptideos de fase exoeritrocitica
onde mais de 40% respondem em todos os pontos. J4 durante a analise da estabilidade de IgG
ao longo dos diferentes pontos do segmento, observa-se que para todos os peptideos, os
anticorpos se mantém estaveis até 180 dias apds a infec¢ao. Entre as subclasses, IgG2, apesar
de ndo citofilica, foi a subclasse que apresentou a maioria das frequéncias nos diferentes pontos
de coleta, enquanto para as citofilicas, IgG3 possuiu maior destaque. Fatores de exposicao da

doenca ndo mostraram correlagdes significantes tanto com IgG quanto com IgM. Conclui-se,



portanto, que os epitopos imunodominantes aqui apresentados sdo naturalmente imunogénicos
na populacdo estudada, apresentando frequéncia de respondedores e magnitude de indice de
reatividade, tanto para IgG total quanto para suas subclasses, com a resposta podendo se manter

até 180 dias pos infeccio.

Palavras-chave: malaria, resposta humoral, peptideos, PvCelTOS, PvTRAP, PvCyRPA.



ABSTRACT

Malaria is a global public health problem that mainly affects children and socially
vulnerable people. In Brazil, the disease is endemic in the North region, with Plasmodium vivax
being the predominant species with more than 80% of cases confirmed annually. The high
number of clinical cases, the increasing resistance of parasites to the usual antimalarials, and
the absence of an effective vaccine against malaria have contributed to the failure of programs
to eliminate the disease around the world. There are only two licensed malaria vaccines, but
both are aimed exclusively at infections by Plasmodium falciparum, the species that holds the
great majority of studies on the disease, with only a few studies evaluating the complexity of
the immune response in P. vivax, therefore, the understanding of the humoral response directed
to different plasmodia proteins in regions of low endemicity is still necessary to guide the
development of vaccines in these regions, especially in Brazil. Based on this, the present work
aims to map the antibody response profile in individuals in the acute phase (DO0) and
convalescence (D30 and D180 after infection) of vivax malaria. To this end, synthetic peptides
were used that represent linear portions of the proteins CelTOS and TRAP from the
exoerythrocytic phase and CyRPA from the erythrocytic phase of P. vivax, all of them are
potential vaccine candidates. The indirect ELISA with serum from patients from the Brazilian
endemic region, infected or not, and from unexposed individuals was the method used to
determine the positivity and magnitude of the reactivity indexes of IgM, IgG antibodies, and
their subclasses. The reactivity index was also used to evaluate the response dynamics on days
0 and 30; 0 and 180; and 0, 30, and 180 post-infection for IgG and for correlation with clinical
epidemiological parameters during the acute phase for IgG and IgM. The results obtained show
that the studied population shows frequency and magnitude for all peptides and antibodies on
different collection days. For IgM, a higher frequency of responders was associated with the
erythrocytic phase peptide during the acute phase. For IgG, it was observed that a large portion
of the studied population responds to proteins on different collection days, with emphasis on
peptides from the exoerythrocytic phase where more than 40% respond at all points. During the
analysis of IgG stability throughout the different points of the segment, it was observed that for
all peptides, the antibodies remained stable up to 180 days after infection. Among the
subclasses, 1gG2, despite not being cytophilic, was the subclass that presented the most
frequencies at the different collection points, while for the cytophilic ones, IgG3 was more
prominent. Disease exposure factors did not show significant correlations with either IgG or

IgM. We can conclude that the immunodominant epitopes presented here are naturally



immunogenic in the studied population, presenting a frequency of responders and magnitude
of reactivity index, both for total IgG and its subclasses, with the response being able to be

maintained up to 180 days post-infection.

Keywords: malaria, humoral response, peptides, PVTRAP, PvCelTOS, PvCyRPA



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fossil do mosquito Culex malariager, descoberto na Republica Dominicana
preservado em ambar e infectado com o Plasmodium dominicand.....................cccccveveueeceeennnnn. 18
Figura 2 — Estratificacdo dos municipios segundo a IPA............cccoeviiiriiiiniiice 24
Figura 3 — Ilustragdo esquematica do ciclo biologico de Plasmodium spp...................... 28
Figura 4 — Representagdo esquematica do link entre a imunidade inata e adaptativa na fase
erItrocitica da MALATIA ....c..eeiiiiiiiiie et 32
Figura 5 — Representagao esquematica da estrutura das classes de anticorpos humanos..34
Figura 6 — Modelo do mecanismo de passagem celular de CelTOS.............ccceeviirennenn. 39
Figura 7 —Modelo do mecanismo de ativagdo da TRAP..........ccceviriininiiniiiinccene, 42
Figura 8 — Esquema representando a invasdo do merozoito na hemacia e o papel do
COMPIEXO MUITIPIOLEICO. ..evvieiieeiiieiie ettt ettt ettt e e st aee s eeteeenbeenseenseesaseenne 44
Figura 9 — (Figure 1) Frequéncia de respondedores e indice de reatividade de IgG total

contra PvCelTOS!133-G147) pyTRAPP344-G374) ¢ pyCyRPA(T28-G307) na fase aguda da doenga por
P vivax e n0s INAIVIAUOS CH.....c..oiiiiiiiiiiiiiiiicc e 52
Figura 10 — (Figure 2) Frequéncia de respondedores e indice de reatividade de IgG total
contra PvCelTOS133-G14D  pyTRAP®34+-G3 ¢ pyCyRPA(T29-6397) na fase convalescente da
AOCIIGA POT P VIVAX ..ottt ettt ettt et e et e bt eenbe e b e eabeenbeeasaesnseenseennnas 52
Figura 11 — (Figure 3) Frequéncia de respondedores e indice de reatividade de IgG1, 1gG2
e IgG3 contra PvCelTOS(133-6147) " pyTRAP®344-G37) ¢ pyCyRPA(T2%-G37) na fase aguda e
convalescente da dOENGA POT P VEVAX.......cccuueeecuieeiiieeeieeesieeeeiteeeteeeeiteesaeeesbeessnseesseeesnseeennseas 54
Figura 12 — (Figure 4) Dinamica da resposta de anticorpos durante a fase aguda e 30 dias
pés infeccdo da doenga por P vivax para PvCelTOSU!33-G147)  pyTRAP®3#-G374 ¢
P Y R P A T 30T ettt 56
Figura 13 — (Figure 5) Dinamica da resposta de anticorpos durante a fase aguda e 180 dias
pés infeccdo da doenga por P vivax para PvCelTOSU!33-G147) pyTRAPF3#-G374 ¢
PV Y R P A T O30T ettt 56
Figura 14 — (Figure 6) Dinamica da resposta de anticorpos durante a fase aguda e
convalescente (30 e 180 dias pds infecgdo) da doenga por P. vivax para PvCel TOSU!33-G147),
PvTRAPP3#4-G374) 6 PyCyRPATZIGI0T) e, 57
Figura 15 — (Figure A2) IR dos individuos primoinfectados e individuos com mais de 1

maléria prévia para PvCel TOS(133-G147) 'pyTRAP(P344-G374) & pyCyRPAT2#-G307) na fase aguda

de P vivax para IZMl........oouiiiiiciieece ettt sttt ettt enaeenne 63



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Correlacdo entre o indice de reatividade da fase aguda dos antigenos

PvCelTOS(133-G147) = pyTRAP®344-G374) & PyCyRPAT2%G37 com o numero de malarias

PTEVIAS. ..eeeuttieeuieeesiteeesiteesseteeesteesseeessseeesseeeasseeessseessseeeasseeansseessseeesseeensseennseeesseesnsseensseesanseeenses 57
Tabela 2 — Correlagdo entre o indice de reatividade da fase aguda dos antigenos
PvCelTOS!133-6G147) - pyTRAP®344-G374) ¢ PyCyRPA(T?8-G397) com o tempo de exposicdo
620 010 E) TSRS 58
Tabela 3 — Correlagao entre o indice de reatividade da fase aguda dos antigenos
PvCel TOS!133-6147) pyTRAPP344-G37) ¢ pyCyRPA (2896307 com a parasitemia....................... 58

Tabela 4 — (Table A1) Perfil dos pacientes..........ccceeveeeriienieeriieiieeieeee e 62



a.C
AMA-1
APCs
BSA
BSG
CD31
CD36
CelTOS
CH
CSA
CSP
CyRPA
d.C
DDT
DNA
EBA
ELISA
HPV
HSPG
ICAM-1
IFN-y
IgG
IgG1
IgG2
IgG3
IgG4
IL-10
IL-12
IgM
INA
IPA

IR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antes de Cristo

Antigeno 1 de Membrana Apical
Células Apresentadoras de Antigeno
Albumina de soro bovino

Basigina Receptora de Eritrocitos
Cluster de Diferenciacao 31

Cluster de Diferenciacao 36
Proteina de Passagem Celular de Oocinetos e Esporozoitos
Cohabitantes

Sulfato de Condroitina A

Proteina Circumsporozoita
Antigeno Protetor Rico em Cisteina
Depois de Cristo
Dicloro-Difenil-Tricloroetano
Acido Desoxirribonucleico
Antigenos de Ligacao Eritrocitica
Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica
Virus do Papiloma Humano
Proteoglicanos de Sulfato de Heparano
Molécula 1 de Adesdo Intracelular
Interferon- y

Imunoglobulina G

Imunoglobulina G 1
Imunoglobulina G 2
Imunoglobulina G 3
Imunoglobulina G 4

Interleucina 10

Interleucina 12

Imunoglobulina M

Imunidade Naturalmente Adquirida
Indice Parasitario Anual

Indice de Reatividade



kDa
MIDAS
MSP
NCAM
NEC

NK

NO

OMS
OPD

PBS

PCR
PvAMA-1
PvCelTOS
PvCyRPA
PvMSP9
PvTRAP
RBL

RHS5

RI

Ripr
RON-2
ROS
TGF-p
TMB
TNF
TNFa
TRAP

Kilodalton

Sitios de Adesdo Dependentes de fon

Proteina de Superficie de Merozoito

Molécula de Adesao Celular Neural

Controle ndo exposto

Natural Killer

Oxido Nitrico

Organizagao Mundial da Saude

O-fenilenodiamina dicloridato

Tampao salino-fosfato

Reagdo em cadeia da polimerase

Antigeno 1 de Membrana Apical de Plasmodium vivax
Proteina de Passagem Celular de Oocinetos e Esporozoitos de Plasmodium vivax
Antigeno Protetor Rico em Cisteina de Plasmodium vivax
Proteina 9 de Superficie de Merozoito de Plasmodium vivax
Proteina Adesiva Relacionada a Trombospondina de Plasmodium vivax
Proteina Semelhante a Proteina de Ligagao de Reticuldcitos
Proteina Homologa 5 de Ligacao de Reticulocitos
Reactivity Index

Proteina de Interagdao com RH5

Proteina de Pescogo de Roptria 2

Espécies Reativas de Oxigénio

Fator de Crescimento Tumoral-f3

3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina

Fator de Necrose Tumoral

Fator de Necrose Tumoral o

Proteina Adesiva Relacionada a Trombospondina



1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8

1.9

1.9.1

1.9.2

1.10

1.10.1

SUMARIO

INTRODUGCAQ . ... eeeeeeenenenenenesenenesesesesesssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 18
HISTORICO DAMALARIANO MUNDO.......ccoocoomriimriimreisisesesessseeisesesesssesesnees 18
EPIDEMIOLOGIA..... .ottt e 22
CICLO BIOLOGICO........ucouiiriirriieiieeeseeisssssessseess s 24
MALARIA E SEUS AGRAVOS........coomiieeeieeeeeeeeeeeeeeeee e sssaenes e 29
CONTROLE DAMALARIA.........cooooiiioeeeeeeeeeeeeeee e 30
IMUNIDADE NA MALARIA........cooiiiiiieeeeeeeeeeee oo 30
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS CONTRA MALARIA.........cc.cocovovvevereennn. 35
O USO DE PEPTIDEOS PARA O ESTUDO DE PERFIS DE RESPOSTA IMUNE
HUMORAL NA MALARIA. ......oouiiriiiieeicieeieeis st 37
ANTIGENOS DE FASE EXOERITROCITICA PROMISSORES NA INDUCAO DA
PROTECAO CONTRAMALARIA VIVAX ... 38
Proteina de Passagem Celular de Oocinetos e Esporozoitos (CelTOS)...........cc.c.... 38
Proteina Adesiva Relacionada a Trombospondina (TRAP).........cccccvveevuerincercnnnnee. 40
ANTIGENOS DE FASE ERITROCITICA PROMISSORES NA INDUCAO DA
PROTECAO CONTRAMALARIA VIVAX........coomiieeeieeeeseeeeeeeeseee e 42
Antigeno Protetor Rico em Cisteina (CyRPA).......couieeueereeieecsuensecssnensaensnessnessanes 42
JUSTIFICATIVA....coiiiiiiininnneentiinnninncssessessssesssessssssssssssassssessssssssssssssssssss .46
OBJETIVO GERAL....uuuitiiniinneicsnensnnnnsesssinssessssesssnssssssssesssassssssssessssssssssssassssssssssss 47
OBJETIVOS ESPECIFICOS........ouriimiiimeiieioesesesisesisseisesssesesesesesssssssssssesesesne 47
METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAOQ......coucuumincsscsssssssssssssscsss 48
CONSIDERACOES FINAIS.....cccocseesuirernerssssessssesssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssssesssssss 68
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........covevveeenrsnssessessssnssssssssessssessessessessessens 69
ANEXO A — Artigo de coautoria ja publicado........cceevueeccrercsseicssanecssarcssercssanesssaneses 86
ANEXO B —Artigo de coautoria submetido Q1..........cccceereueicrvercscercssnnscssnrcssnescsneses 87

ANEXO C —Artigo de coautoria submetido 02.........ccceeeevueierveeicsnncssnercssnncssnencsnenes 88



18

1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DA MALARIA DO MUNDO

Configurada como um grave problema de satide publica mundial, a malaria, doenga
vetorial causada por protozoarios do género Plasmodium, assola o mundo ha milhares de anos.
A evidéncia mais antiga sobre a doenca foi encontrada no fossil de um mosquito que continha
oocistos de um ancestral de Plasmodium preservados em ambar, que datava entre 15-20 milhdes
de anos e foi encontrado na Reptblica Dominicana (BOUALAM et. al., 2021) (Figura 1).

Acredita-se que para a maioria das espécies de Plasmodium, sua coevolucdo com
primatas n3o-humanos aconteceu na Africa, com P. falciparum surgindo de ancestrais que
infectavam gorilas ha mais de 10,000 anos atras enquanto P. vivax pode ter surgido ha mais de
400,000 anos antes em diferentes espécies de macacos (BOUALAM et. al., 2021; SHARP,
PLENDERLEITH e HAHN, 2020; LIU et. al., 2014). Ja P. knowlesi provavelmente surgiu no
Sudeste da Asia entre 478,000-98,000 anos atrds em macacos que habitavam essa mesma area
(LEE et. al., 2011), enquanto para P. malariae e P. ovale ndo se sabe ao certo sobre suas origens.
A coevolucao de Plasmodium spp. com os primeiros seres humanos fez com que a doencga se
espalhasse da Africa para o resto do mundo devido as migragdes das populagdes pré-historicas

(COX, 2002).

Figura 1 — Foéssil do mosquito Culex malariager, descoberto na Republica Dominicana

preservado em ambar e infectado com o Plasmodium dominicana

Fonte: George Poinar Jr., Oregon State University, (2013).
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Documentos chineses de 2,700 a.C ja descrevem a ocorréncia de febre paroxistica, hoje
inserida nos sintomas classicos da malaria (CARTER e MENDIS, 2002; COX, 2010). Além
disso, tdbuas de argila da Mesopotamia de 2,000 a.C, papiros egipcios de 1,570 a.C e textos
hindus que remontam do século VI a.C ja foram vistos também contendo possiveis descri¢des
da doencga. Além desses povos, filésofos gregos como Homero em 850 a.C e Hipdcrates em 400
a.C ja conheciam e descreviam as febres e esplenomegalia que acometiam individuos que
viviam em lugares pantanosos (COX, 2010). A ideia de que as febres malaricas eram causadas
por miasmas que subiam dos pantanos persistiu por cerca de 2,500 anos (COX, 2010; NAJERA-
MORRONDO, 1991).

Relatos de mortes em massa causadas por maldria também foram descritas. Em
Lugnano, na Italia, um cemitério infantil datado de 450 d.C foi descoberto em 1988. Os vales
dos rios eram locais em que se tinham relatos de malaria na Italia, pois as inundagdes criavam
locais favoraveis para a replicagdo do mosquito vetor e Lugnano fica 3,5 km do rio Tibre, o que
sugere que o local era altamente favoravel para a doenca. Devido a costumes da época e a alguns
achados dos arqueodlogos no local, foi apontada a hipotese de uma epidemia como causa da
morte daquelas criangas. DNA do osso de uma das criangas, foi extraido para andlise e
fragmentos de Plasmodium falciparum foram achados e amplificados, indicando aos
pesquisadores que muito provavelmente uma infec¢do massiva aconteceu para esse grande
numero de dbitos, pois uma infec¢do com baixa carga parasitaria ndo teria sido detectada tantos
anos depois. Mais recentemente, P. falciparum foi responsavel por outra epidemia no pais,
levando muitas mulheres gravidas ao aborto espontaneo. Além deste relato, outras epidemias
aconteceram no pais ao longo do século XX (SALLARES, BOUWMAN e ANDERUNG,
2004).

Os miasmas de pantanos s6 foram de descartados como causadores da doenga com a
descoberta do parasito por Charles Louis Alphonse Laveran em 1880 durante a observagdo do
sangue de um de um paciente que sofria com febres hd quase 1 més, sendo essa a primeira
observagdo da doenca causada por P. vivax. Apo6s a descoberta do parasito, foram possiveis
estudos cientificos mais aprofundados sobre a doenga. Nessa mesma €poca, mais precisamente
em 1897, Ronald Ross demonstrou que os mosquitos sao os vetores da doenca através da
malaria aviaria, apontando mosquitos como os responsaveis pela transmissao da doenga em
aves. De 1898 a 1900, uma série de cientistas comprovou que os vetores da doenga em humanos
seriam mosquitos do género Anopheles (COX, 2010; BOUALAM et. al., 2021). Dois anos ap0os
essa descoberta, foi visto que apenas as fémeas de Anopheles poderiam transmitir a doenga ¢ a

descri¢do do estagio sanguineo do parasito foi feita para P. falciparum, P. vivax e P. malariae
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(COX, 2010). Esses achados permitiram diagnosticos e tratamentos apropriados para a doenga
(NAJERA-MORRONDO, 1991).

Das viagens de Colombo até metade do século XIX, a grande maioria das mortes
causadas por agentes infecciosos foram atribuidas a malaria nos trépicos, com o século 19 sendo
a época em que atingiu seus limites globais com mais da metade da populacao mundial vivendo
sob o risco de contrair a doenga. Entre aqueles afetados diretamente 1 em cada 10 morreriam
de maldria. Ja no século XX, foram estimadas 6 milhdes de mortes no mundo todo pela doenga,
em lugares onde a situagdo era critica como no oeste da Africa, as taxas de mortalidade eram
superiores a 50% (CARTER e MENDIS, 2002).

A grande maioria dos casos e mortes nessa época, aconteciam na Asia e na Africa. No
inicio do século XX uma epidemia de maldria tirou a vida de dezenas de milhares de pessoas
em poucos meses em uma unica regido na India, com as frequentes condi¢des de pobreza das
populagdes afetadas, tidas como um reforgo para a suscetibilidade e efeitos tdo devastadores da
doenca nesse local. Do inicio da década de 1930 até o final da década de 1940, as guerras
somadas & depredagdio ambiental e mudangas econdmicas na Asia e na regido ocidental do
Pacifico, auxiliaram no aumento e dispersdao da doenca pela regido, com altos indices de
infec¢do e morte entre militares.

Somente no final da Segunda Guerra Mundial com a estabilizagdo politica nessas
regides e a criacdo de campanhas de controle da malaria com suporte da recém-criada
Organizagdo Mundial da Satide (OMS), que os indices da doenga comegaram a decair. Dentre
as medidas adotadas para o controle da doencga estavam a utilizagdo de DDT nos domicilios e
o tratamento dos infectados com cloroquina e outros antimaléricos. Essas medidas reduziram
drasticamente as mortes na maioria dos paises asiaticos, com destaque para india e Sri Lanka.
Porém, os custos do programa de combate a doenca aliado ao desenvolvimento de resisténcia
dos parasitos a cloroquina e outros antimaldricos, fez com que o continente asidtico enfrentasse
mais uma vez numeros crescentes da doenca no inicio da década de 1970 (CARTER e
MENDIS, 2002).

Enquanto isso no continente africano, esfor¢os similares aos do continente asiatico para
o controle da doencga, nao surtiram efeito devido a alta intensidade de transmissao e fatores
biologicos diferentes dos parasitos dos demais continentes. O tnico lugar do continente em que
as campanhas de controle foram capazes de praticamente erradicar a doenga foi na ilha de
Madagascar, que durante 20 anos, entre 1960 e 1980, teve a transmissao da doenga praticamente
suprimida em toda sua regido. Porém em 1986 a doenga foi novamente reintroduzida na ilha,

nesse periodo as campanhas de controle ja estavam enfraquecidas e a populagdo novamente
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susceptivel a doenga e, por consequéncia, uma nova epidemia se instalou na regido durante 2
anos, levando a 6bito a populagdo que ja havia perdido a imunidade naturalmente adquirida.
Foi também na década de 1980 que os indices de mortalidade voltaram a subir no resto do
continente, possivelmente por conta da resisténcia de P. falciparum a cloroquina que ja chegava
também no continente africano (CARTER e MENDIS, 2002).

No século XX, a malaria encontrava-se em recessdo em alguns lugares da Europa e
América do Norte, sobretudo devido as melhorias que a humanidade alcangava na satde e nos
habitos das populacdes expostas. No inicio do século XX, a mortalidade atribuida a malaria era
menor na América do Sul em relagdo a América Central e a regido do Caribe, ocorrendo em sua
maioria em areas da regido amazonica e do noroeste da costa atlantica, porém o sucesso do
controle da transmissdo e mortalidade da malaria alcangado na Europa e na América do Norte
nao ocorreu na América do Sul. Dentre os fatores que contribuiram para isso destacam-se a
dificuldade de acesso das areas afetadas por estas serem remotas; a resisténcia a antimalaricos;
e a expansdo da atividade humana em éareas ndo habitadas na regido amazonica(CARTER e
MENDIS, 2002). Nas décadas finais do século XX, o controle do vetor pelo inseticida DDT
auxiliou na redu¢do do numero de casos e mortes na América Central, do Sul e na regido do
Caribe, porém a interrup¢ao completa da transmissdo ndo foi atingida, ademais nessa mesma
época aparecia a resisténcia de P. falciparum a cloroquina nessa regido (CARTER e MENDIS,
2002; BARATA, 1995).

No Brasil, a historia da malaria comeca a partir de sua colonizagdo, com a industria da
borracha, construgao de ferrovias e a abolicdo da escraviddo sendo periodos marcantes para a
propagacao da doenca em todo o territorio e suas tentativas de controle (GRIFFING et. al.,
2015; DEANE, 1986). No inicio do século XX, a malaria juntamente com a Ancilostomiase e
a Doenca de Chagas eram tidas como as causadoras do atraso econdmico no Brasil e, a partir
disso, varias campanhas sanitarias ao longo do século visavam extinguir a doenga no pais
(HOCHMAN, 2010; ANDRADE, 2015). Em quase todo territério brasileiro a doenga de fato
se extinguiu, exceto pela Amazonia, que foi responsavel por quase toda a incidéncia no pais ao
longo do século XX (HOCHMAN, 2010). Na década de 60 a campanha de erradica¢do da
doenca organizada pela Organizagao Mundial da Satde fez com que o numero de casos no
Brasil atingisse seu indice mais baixo (BARATA, 1995).

Porém no inicio da década de 80 o niimero de casos triplicou com 97,5% dos casos
registrados na regido amazonica. Esse aumento se deu devido a ocupagao desordenada da regido
atrelada a instalacdo de garimpos, desenvolvimento agropecuario, entre outros. Fora da regido

amazoOnica os casos observados eram importados da regido norte. O Indice Parasitario Anual
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(IPA) ¢ expresso pelo numero de laminas positivas por 1,000 habitantes em determinado espago
geografico, os graus de risco configuram-se em baixo (<10,0), médio (10,0-49,9) e alto (> 50,0)
(DATASUS, 2024), em 1990 todos os estados compreendidos pela Amazdnia Legal
apresentaram Indice Parasitario Anual acima de sete laminas positivas a cada 1.000 habitantes,
com alguns estados chegando a apresentar 3.924 laminas positivas por 1.000 habitantes. Em
todos os 79 municipios da regido amazdnica em que a maléria estava presente, as atividades de
minera¢ao, nem sempre legais, € de expansdo agricola estavam ligadas diretamente a doenca,
além do mais, muitos dos individuos infectados circulavam por toda regido amazodnica e por
consequéncia reintroduziam a doenga em regides onde esta ja havia sido controlada,

dificultando as a¢des de controle em todo territorio (BARATA, 1995).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Existem 5 espécies que parasitam humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, com este ultimo
também infectando primatas ndo humanos; os primeiros casos de infecgdes humanas por esse
parasito ocorreram a partir de 2004 na Malasia (DE ALVARENGA, et. al., 2018; SINGH e
DANESHVAR, 2013). Casos de maldria humana causados por Plasmodium simium e
Plasmodium cynomolgi, espécies infectantes especialmente para primatas, também tem sido
observado em paises da Asia e no Brasil (BRASIL. et. al., 2017b; DE ALVARENGA, et. al.,
2018; TA et. al., 2014). Das espécies que infectam humanos, Plasmodium vivax € a mais
geograficamente distribuida (BATTLE et. al., 2019). O vetor, hospedeiro intermedidrio do
parasito e fundamental para que este possa completar seu ciclo, sio mosquitos do género
Anopheles (SATO, 2021).

A doenga ¢é mais comumente encontrada em areas de populacido vulneravel, como por
exemplo pessoas em situacdo de pobreza, migrantes, refugiados, entre outros, grupos
normalmente afetados pela falta de politicas ptblicas voltadas para o sanitarismo € com pouco
acesso a servigos de saide. Mulheres gravidas se encontram em risco para do desenvolvimento
de malaria grave quando acometidas pela doencga por P. falciparum, pois a infec¢do pode levar
ao nascimento prematuro, a morte da mae ou do feto (GREENWOOD e MUTABINGWA,
2002).

A doenga causada por P. falciparum é a que mais gera preocupacdo devido as
complicagdes causadas pelo parasito. No entanto, individuos infectados por P. vivax que nao

sdo tratados rapidamente e/ou adequadamente, também podem desenvolver complicagdes como
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faléncia renal, trombocitopenia, edema pulmonar, entre outros, incluindo até mesmo dano
cerebral em alguns casos (NAHA, DASARI e PRABU, 2012; KOCHAR et. al., 2005). Além
das complicacdes apresentadas, P. vivax possui caracteristicas biologicas distintas das demais
espécies, como a rapida maturagdo de seus gametdcitos (BOUSEMA e DRAKELEY, 2011) e,
juntamente com P. ovale, sdo as Unicas espécies que apresentam hipnozoitos. Essas formas de
vida se encontram dormentes no figado e podem ser espontaneamente ativadas em questao de
semanas ou meses por mecanismos ainda ndo conhecidos (PRICE et. al., 2007), causando as
chamadas recaidas tardias (BATTLE et. al., 2019; ROBINSON et. al., 2015).

Em 2022, a maléria foi responsavel por cerca de 249 milhdes de casos clinicos
registrados, um aumento de 5 milhdes em relagdo a 2021, e cerca de 608 mil mortes no mundo
todo. A doenga se concentra em paises tropicais e subtropicais e em 2022, 29 paises
concentraram 95% dos casos mundiais, com Nigéria (27%), Congo (12%), Uganda (5%) e
Mogambique (4%), sendo responsaveis por quase metade dos casos no mundo todo. Além disso,
Nigéria (31%), Congo (12%), Niger (6%) e Tanzania (4%) foram responsaveis por 96% das
mortes por malaria no mundo todo. Quando comparamos os dados atuais de numero de casos e
mortes com os dados relatados de 2000 a 2022, percebemos uma queda de 64% nos casos
relatados e 72,5% nas mortes. A propor¢do de casos por Plasmodium vivax, espécie mais
prevalente fora do Continente Africano, também reduziu, passando de 8% em 2000 para 3%
em 2022 (WHOc, 2023).

Dos 249 milhdes de casos registrados no mundo todo, 6 milhdes aconteceram nas
Américas, uma queda de 64% em comparacdo com 2021. O nimero de mortes também
apresentou uma queda de 63%, em comparagdao com 2020 e 2021, com 343 mortes confirmadas
no continente em 2022. Venezuela, Brasil e Coldmbia foram os responsaveis por 73% dos casos
da doenca nas Américas, com a maioria delas sendo devido a Plasmodium vivax (WHO, 2023c¢).
Nesse cendrio, os dados do Brasil mostram que em 2022 131.224 casos foram notificados com
13,9% dos casos autdctones notificados atribuidos a P. falciparum, infec¢des mistas foram
responsaveis por cerca de 1,8% dos casos, enquanto 84,2% dos casos notificados foram
atribuidos a P. vivax (Figura 2). 62 6bitos foram notificados em todo o pais, sendo 48 na regido
amazonica, endémica para a doenca e 14 na regido extra-amazonica (Ministério de Saude,

2024).
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Figura 2 — Estratificagdo dos municipios segundo a [PA — Brasil, 2022
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(IPA entre 10 e <50 'LO0O habitantes), alto risco (IPA :50 casos/1000 habitantes).

Fanta: Sivep-Malar A/MS, Sinan/SVSA/MS & E-SUS-VE Excluidas laminas de verificacio de cura Dados do Sivep-Malaria atualizados em 18/8/2023. Dados do
Sinan atualizades em 12/9/2023, Dados do E-SUS-VS atualizados em 8/8/2023

Fonte: Ministério da Saude, (2024).

1.3 CICLO BIOLOGICO

O ciclo de vida dos plasmddios € complexo e apresenta dois hospedeiros: um vertebrado,
como hospedeiro intermedidrio, e um invertebrado, mosquitos do género Anopheles, como
hospedeiro definitivo (Figura 3) (SICILIANO e ALANO, 2015).

No Brasil, circulam cerca de 60 espécies de anofelinos, entre eles Anopheles darlingi,
considerado como o principal vetor da doenga em humanos principalmente na regido
Amazonica (LOUNIBOS e CONN, 2000). Ja na regido extra-amazonica An. aquasalis e An.
albitarsis sdo as espécies mais importantes na transmissao (BRASIL, 2019).

No hospedeiro vertebrado, o ciclo se inicia com a picada da fémea infectada do
mosquito. Nesse momento, sdo injetados diretamente na derme do hospedeiro os esporozoitos,
juntamente com substancias vasodilatadores e anticoagulantes (SICILIANO e ALANO, 2015;
TUTEJA, 2007; KRETTLI e MILLER, 2001). A seguir, atingem os vasos sanguineos sendo
carreados até o figado. Porém alguns desses esporozoitos acabam migrando para o sistema

linfatico possivelmente dentro de leucdcitos onde sdo, em sua maioria, degradados
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(SICILIANO e ALANO, 2015; PRUDENCIO, RODRIGUEZ ¢ MOTA, 2006; AMINO et. al.,
2006).

Os esporozoitos que conseguem chegar ao figado, penetrardao nos hepatdcitos. Para que
a infeccdo dessas células ocorra com sucesso, o parasito precisa atravessar diferentes células e
para que tenha éxito conta com o auxilio da Proteina de Passagem Celular de Oocinetos e
Esporozoitos (CelTOS) (FREVERT et. al., 2006; JIMAH et. al., 2016). Outra proteina essencial
para a interagdo parasito-célula hospedeira ¢ a Proteina Circumsporozoita (CSP). Considerada
como uma grande proteina de superficie dos esporozoitos de Plasmodium, a CSP & importante
nos processos de motilidade do parasito e no reconhecimento dos hepatocitos via interagao com
Proteoglicanos de Sulfato de Heparano (HSPGs) presentes nos hepatdcitos. Essa proteina ¢
composta por um dominio terminal-N, uma regido I, clivada durante a invasdo celular, uma
regido central repetida, um dominio TSR o e¢ um terminal-C ancora de membrana de
glicosilfosfatidilinositol (MACMILLEN et. al., 2024; TEWARI et. al., 2002; RATHORE et.al.,
2002; SINNIS et. al., 1994; COPPI et.al., 2005).

J& a internalizacdo do parasito ¢ mediada pela Proteina Adesiva Relacionada a
Trombospondina (TRAP), localizada primeiramente nos micronemas € posteriormente
translocada para a superficie celular durante a locomogao e processo de invasao (ROGERS et.
al., 1992; KAPPE et. al., 1999; GANTT et. al., 2000). Seu ectodominio possui dois padrdes
adesivos: um dominio A integrina-like e uma repeti¢ao trombospondina tipo I, ambos interagem
com proteoglicanos presentes nos hepatocitos e estdo envolvidos na invasdo a célula hospedeira
(PRUDENCIO, RODRIGUEZ ¢ MOTA, 2006; SULTAN et. al., 1997; MULLER et. al., 1993;
ROBSON et. al., 1995; MATUSCHEWSKI et. al., 2002; PRADEL, GARAPATY e FREVERT,
2002). Durante a invasdo da célula hepatica ocorre uma invaginacdo da membrana plasmatica
dessa célula, formando entdo um vacuolo parasitoforo onde, por meio de uma cascata de
eventos, o parasito se multiplicara (MESEN-RAMfREZ et. al., 2019; EKSI e WILLIAMSON,
2011).

O vacuolo sustenta complexos proteicos importantes para a sobrevivéncia intracelular
do parasito, com um poro nao seletivo presente no vactiolo sendo o responsavel por permitir a
passagem de monossacarideos, aminoacidos e outros nutrientes (MESEN-RAMIREZ et. al.,
2019). A replicacdo desse parasito ocorrera assexuadamente por um processo denominado
esquizogonia (ou esquizogonia exoeritrocitica). Nesse caso, multiplas rodadas de replicacao de
DNA acontecem seguidas de divisdo nuclear sem divisdo citoplasmatica, no final da
esquizogonia o citoplasma entdo se divide formando assim os esquizontes que contém centenas

de merozoitos hepaticos, contendo cada um uUnico genoma e organelas essenciais (LEETE e
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RUBIN, 1996; STANWAY et. al., 2009; LINDNER, MILLER e KAPPE, 2012; BRAY e
GARNHAM, 1982; SOULARD et. al., 2015; GOSWAMI et. al., 2020). Nas infec¢des por P.
vivax e P. ovale, alguns dos esporozoitos permanecem no figado em estado de laténcia sendo
denominados hipnozoitos, os quais podem dar continuidade ao ciclo ap6s dias, meses ou anos
decorridos da infec¢ao (SICILIANO e ALANO, 2015).

Apobs a maturagdo dos esquizontes nos hepatdcitos, estes liberam os merozoitos para a
corrente sanguinea para entdo iniciarem o ciclo nos eritrécitos (SICILIANO e ALANO, 2015).
Os eritrocitos dos mamiferos nao possuem recursos para suportar crescimento e divisdes
sucessivas em seu interior, de forma a contornar essa dificuldade Plasmodium spp. em sua
forma sanguinea ¢ capaz de liberar uma variedade de proteinas efetoras capazes de remodelar
a célula sanguinea criando um ambiente propicio para seu desenvolvimento (SPILLMAN,
BECK e GOLDBERG, 2015; BECK e HO, 2021). A fase eritrocitica comec¢a com 0s merozoitos
sendo liberados das células hepaticas e entrando na corrente sanguinea onde infectam as
hemacias (MANDALA et. al, 2021). No sangue periférico, as principais populagdes
eritrocitarias encontradas sdo reticuldcitos e normocitos, com as diferentes espécies de
Plasmodium mostrando determinadas preferéncias em relagdo ao tipo de eritrécito que
infectam: P. falciparum invade eritrécitos de todas as idades, P. vivax invade preferencialmente
reticulocitos Dufty positivos, P. malariae e P. knowlesi invadem eritrocitos maduros enquanto
P. ovale prefere reticulocitos (IYER et. al., 2007).

Os merozoitos, na corrente sanguinea, iniciam o processo de reconhecimento e invasao
dos eritrocitos com o reconhecimento inicial sendo mediado por interagdes de Proteinas de
Superficie de Merozoito 1-4 (MSP) com residuos de acido sidlico presente na superficie das
hemécias (TUTEJA, 2007). A seguir, ocorre a reorientacdo do parasito de modo que sua
extremidade apical esteja de face com a membrana do eritrocito (DE NIZ et. al., 2017). Entdo,
algumas das organelas do complexo apical, especialmente micronemas e roptrias, secretam
proteinas ligantes de duas familias especificas: Antigenos de Ligagdo Eritrocitica (EBA) e
Proteina Semelhante a Proteina de Ligacdo de Reticuldcitos (RBL) como, por exemplo, a RH5
que juntamente com CyRPA e RipR auxiliam na formac¢ao de uma jun¢do com seus receptores
na superficie dos eritrocitos ligando entao o parasito a célula (PAUL, EGAN e DURAISINGH,
2015; KOCH e BAUM, 2016; MUNJAL, KANNAN e SINGH, 2023; HART et. al., 2023).

Apo6s a formagao de uma jungdo comunicante, o motor de actina-miosina ¢ acionado
(BURNS et. al., 2019) e para o sucesso da invasdo, também ¢ secretada a Proteina de Pescogo
de Roptria 2 (RON-2) que se liga ao Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1) presente na
superficie do merozoito (LAMARQUE et. al., 2011). AMA-1 entdo quando ligada a RON-2
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forma um complexo proteico na jungdo entre 0 merozoito e o eritrocito para assim dar inicio a
invasao (COELHO et. al., 2017; DE NIZ et. al., 2017; LAMARQUE et. al., 2011). Ao final do
processo de invasdo o parasito encontra-se envolvido por um vactolo parasitoforo (AIKAWA,
1977) onde se reproduzird assexuadamente também por esquizogonia (AUNIN et. al., 2020).
Dentro dos eritrocitos, o parasito se alimenta da por¢ao globina da molécula de (CORONADO,
NADOVICH e SPADAFORA, 2014). Por outro lado, a por¢ao heme, naturalmente toxica para
o parasito, ¢ convertido em uma forma metabolicamente cristalizada chamada hemozoina,
(CORONADO, NADOVICH e SPADAFORA, 2014; GOWDA e WU, 2018).

Durante o processo de esquizogonia, cada trofozoito passa por uma fase em que sua
morfologia se assemelha a um anel (trofozoitos jovens), posteriormente aumenta de tamanho e
esse aumento ¢ acompanhado de alta atividade metabolica com glicélise, ingestao citoplasma
do hospedeiro rico em hemoglobina e a protedlise de hemoglobina em aminoacidos
constituintes (TUTEJA, 2007; WIPASA et. al., 2002; SOJKA, JALOVECKA e PERNER,
2022; WUNDERLICH, ROHRBACH e DALTON, 2012). O final da fase de trofozoito ¢
marcada por muitas divisdes nucleares resultando na formagdo de esquizontes com cada
esquizonte liberando de 6 a 32 merozoitos, a depender da espécie (TUTEJA, 2007; WIPASA
et. al., 2002). O rompimento da hemacia para liberacao dos merozoitos coincide com os picos
de febre que o paciente apresenta, sendo que para P. falciparum, P. vivax e P. ovale esse processo
de invasdo-multiplicagdo-liberacdo ocorre a cada 48 horas, enquanto para P. malarie ocorre a
cada 72 horas.

Quando os eritrocitos sao rompidos, todas as substancias internas sao liberadas o que
estimula a produ¢do de Fator de Necrose Tumoral (TNF) entre outras citocinas que ocasionam
a febre e demais sintomas classicos (SICILIANO e ALANO, 2015; TUTEJA, 2007,
KWIATKOWSKI et. al., 1989). Alguns desses merozoitos se diferenciam em microgametdcitos
(masculinos) e macrogametdcitos (femininos) e para que isso aconteca, a atuacdo do fator de
transcricdo ApiAP2-G ¢ essencial (HART et. al., 2021). Em P. falciparum estes demoram cerca
de 10-12 dias para amadurecerem, enquanto para P. vivax e P. ovale levam 48 horas e para P,
malariae de 5-23 dias (SICILIANO e ALANO, 2015; DE JONG et. al., 2019; TUTEJA, 2007).

A fémea do mosquito Anopheles, quando faz seu repasto sanguineo ingere entao os
gametdcitos dando inicio a esporogonia (ZOLLNER et. al., 2006). A combinagao entre a baixa
temperatura do intestino médio do mosquito e do fator solivel derivado do mesmo, o acido
xanturénico, faz com que os microgametdcitos passem por trés rodadas de mitose formando
entdo oito microgametas enquanto as fémeas formam apenas um macrogameta (TAN e

BLACKMAN, 2021). Apos essa transformacdo, os gametas femininos se fusionam com os
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masculinos no intestino médio do inseto, formando entdo um zigoto diploide que se desenvolve
em um oocineto movel (GERALD, MAHAJAN ¢ KUMAR, 2011; SICILIANO ¢ ALANO,
2015; TUTEJA, 2007). Esse oocineto atravessa o epitélio do intestino médio, aqui também
auxiliado pela proteina de superficie CelTOS, formando entdo oocisto que se aloja abaixo das
células epiteliais e é circundado pela ldmina basal (SIDEN-KIAMOS, SPANOS e CURRA,
2020; JIMAH et. al., 2016), 14 esse oocisto sofrera sucessivas divisdes mitdticas gerando
milhares de esporozoitos (GUTTERY et. al., 2020) que ap6s liberados do oocineto seguem em
direcdo as glandulas salivares do mosquito. Essa forma se encontra nas glandulas salivares de
10-18 dias apds a ingestdo dos gametocitos e fazem com que a fémea permanega infectada por
até 2 meses (SICILIANO e ALANO, 2015; TUTEJA, 2007). Assim, ao realizar um novo
repasto sanguineo, injetard os esporozoitos reiniciando o ciclo (KLUG e FRISCHKNECHT,
2017; PEREIRA-SILVA et. al., 2022).

Figura 3 — Ilustrag@o esquematica do ciclo biologico de Plasmodium spp.
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1.4 MALARIA E SEUS AGRAVOS

A doenga tem carater febril sendo acompanhada por dores de cabega e calafrios, com os
sintomas aparecendo de 10 a 15 dias apos a picada (ZAWAWI et. al., 2020). Outros sintomas
podem incluir nauseas, vOmito, azia, tontura, dor nas articulagdes, dor nas costas, dor
abdominal, dor na coluna, sudorese, fraqueza, perda de apetite e diarreia (WHO, 2022a; BRIA,
YEH e BEDINGFIELD, 2021). A anemia, sinal mais prevalente da doenca, pode ser causada
por diferentes mecanismos como a destruicdo das hemacias infectadas e ndo infectadas e a
diseritropoiese, que ¢ resultado da produgdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF e
inibidores de migracao de macrofagos pelo hospedeiro (HOTEZ et. al., 2006).

A maldria grave € caracterizada como a condi¢do em que ocorre aderéncia de eritrdcitos
infectados ao endotélio vascular ocasionando sua obstru¢ao (WHITE, 2022; CHEN,
SCHLICHTHERLE e WAHLGREN, 2000). Esse processo ¢ ainda potencializado pela
formagdo de rosetas (eritrocitos infectados ligando-se a eritrocitos ndo infectados) e de
pequenos trombos (hemacias parasitadas ligando-se a plaquetas) (WASSMER e GRAU, 2017;
ROWE et. al., 1995; PAIN et. al., 2001). A citoaderéncia, bem caracterizada sobretudo nas
infec¢des por P. falciparum, ocorre de forma sistémica através da ligagdo das proteinas de
superficie do parasito com o endotélio microvascular de diferentes 6rgdos e tecidos, sendo
mediada por multiplos receptores tais como: a Molécula 1 de Adesdo Intracelular (ICAM-1),
CD36, Selectina-E, Molécula de Adesao Celular Neural (NCAM), CD31 (PECAM-1) e Sulfato
de Condroitina A (CSA) (WASSMER et. al., 2015).

O desenvolvimento da malaria grave pode desencadear uma série de complicagdes a
depender de fatores como idade, exposicao e status imune do hospedeiro (WASSMER et. al.,
2015). A mortalidade associada a maléria grave € geralmente superior a 5%, representando um
aumento de mais de 50 vezes no risco de morte. As manifestagdes clinicas principais de malaria
grave em criangas sdo maldria cerebral, acidose metabolica (ou sindrome do desconforto
respiratorio) e anemia grave. Maldria cerebral e acidose também sdo manifestacdes clinicas
muito presentes em adultos, porém a anemia grave ¢ menos comum nesse grupo, além de que
muitos adultos podem apresentar lesdo renal aguda frequentemente acompanhada por ictericia

(WHITE, 2022).
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1.5 CONTROLE DA MALARIA

Entre as principais estratégias de prevencdo e controle da doenca destacam-se: o
controle do vetor com mosquiteiros e uso de inseticida de agdo residual; diagndstico e
tratamento rapido, além de quimioterapia preventiva baseada no uso de medicamentos
combinados para populagdes vulneraveis (viajantes, criangas até os 5 anos e mulheres gravidas).
E finalmente, a mais recente estratégia adotada pela OMS em 2021, a vacinagdo de criangas
que se encontram em areas de grande risco para maldria causada por P. falciparum (WHO,
2023c).

A quimioterapia recomendada vai depender de varios fatores, incluindo a espécie. Para
P. falciparum a quimioterapia consiste na terapia combinada a base de artemisinina, para P,
vivax ¢ recomendado o uso da cloroquina, e primaquina ¢ recomendada para tratar as recaidas
causadas por P. vivax e P. ovale (WHO, 2024c). A quimioterapia preventiva utiliza-se de
sulfadoxinepirimetamina adicionado ou nao de amodiaquina, ou da terapia combinada a base
de artemisinina a depender de fatores como idade e exposi¢ao, sendo utilizada para criangas,
gravidas, viajantes ou pessoas que vivem em lugares de alta transmissao (WHO, 2024a). 5
classes de inseticidas sdo recomendadas para o controle dos anofelinos, sdo essas: piretroides,
carbamatos, organofosforados, organoclorados e neonicotindéides (ODERO et. al., 2023), além
das recomendagdes basicas da OMS como, por exemplo, telas de protecdo tratadas com
inseticidas e pulverizagao residual interna (WHO, 2024a).

A resisténcia do parasito aos farmacos utilizados também tem causado grandes
dificuldades para o tratamento da doenca, refletindo diretamente no controle. Além da
combina¢do de drogas para o tratamento da maldria e a buscas direcionada a novos
medicamentos (BUSHMAN et. al., 2018; BUYON, ELSWORTH e DURAISINGH, 2021;
WHO, 2023), grandes esforgos sdo direcionados ao desenvolvimento de uma vacina que seja

altamente eficaz e que permita um controle mais rapido e efetivo para a doenca (HILL, 2011).

1.6 IMUNIDADE NA MALARIA

A imunidade contra a malaria ¢ uma questdo muito complexa de ser debatida.
Inicialmente todos os individuos sdo susceptiveis a doenga, porém em areas consideradas como
endémicas, uma imunidade a doenca se desenvolve regularmente a depender do nivel de

exposi¢ao (MWAISWELDO et. al., 2020).
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A imunidade naturalmente adquirida (INA) ¢ fundamental na maldria assumindo papel
de destaque contra altas taxas de morbidade e mortalidade. Em linhas gerais a INA contra a
malédria ¢ um produto cumulativo de sucessivas infeccdes maldricas ao longo do tempo,
produzindo um diverso repertério de respostas imunes espécie-especificas (DOOLAN,
DOBANO e BAIRD, 2009). Essa imunidade é geralmente desenvolvida em individuos
residentes de area endémica para malaria que estdo constantemente expostos a picadas
infectantes ao longo de varios anos. No entanto, esta imunidade ndo se mantém na auséncia de
exposicao aos parasitos (MISCHLINGER et. al., 2020). Assim, em areas endémicas nao €
incomum que criangas ¢ adultos apresentem prote¢ao contra os sintomas clinicos ainda que na
presenca de parasitos circulantes em baixas densidades (LANGHORNE et. al., 2008;
DOOLAN, DOBANO e BAIRD, 2009).

Em areas de alta transmissao, o controle e eliminagdo da doenca se torna mais dificil
por conta da imensa quantidade de infec¢des cronicas assintomaticas e da extrema variagao
antigénica dos parasitos, fazendo com que os individuos infectados se tornem ainda
reservatorios da doenca o que sustenta as altas taxas de transmissdo. Isso acontece, pois, a
imunidade clinica ndo consegue ser alcancada pelos cidaddos devido ao grande nimero de
variantes antigénicas que permitem o escape do parasito em relagdo sistema imune (HE e
PASCUAL, 2021; KOEPFLI et. al., 2013).

Mecanismos efetores das imunidades inata e adaptativa sdo capazes de limitar o pico de
parasitemia do individuo infectado, o que previne a patologia grave da doencga e reduz a carga
de circulagao de células infectadas, porém as imunidades ndo sdo capazes de eliminar a infecgao
por completo levando a uma baixa, porém persistente carga parasitdria que pode nao ser
detectada pela microscopia, fazendo com que a doenga persiste por muitos meses
(STEVENSON e RILEY, 2004). Esse ¢ um ponto importante a ser considerado ja que
individuos infectados que nao manifestam sintomas podem servir como reservatdrios para
infeccdo de insetos vetores (COOK et. al., 2015).

A 1munidade inata ¢ a primeira linha de defesa contra a malaria, ¢ uma propriedade
intrinseca do hospedeiro sem a necessidade de um contato prévio com o patégeno, responsavel
por controlar o crescimento do parasito e regular o desenvolvimento da imunidade adaptativa
(STEVENSON e RILEY, 2004; DOOLAN, DOBANO e BAIRD, 2009; GOWDA e WU, 2018).
Esta pode ser ativada devido a produtos derivados dos parasitos como o pigmento malérico,
produzido pela digestdo da hemoglobina, e os antigenos do proprio parasito apresentados pelas
APCs as células pertencentes a imunidade inata (PERKINS et. al., 2011). Dentre suas primeiras

acOes esta a ativacdo de células dendriticas, macrofagos, células natural killer (NK) e células
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Tyd para o sitio de infec¢do, levando a produgdo de citocinas pré-inflamatorias, como a
Interleucina 12 (IL-12), Interferon y (IFN-y) e TNF-a, que limitam o crescimento do parasito
(STEVENSON e RILEY, 2004; DODOO et. al., 2002; ARTAVANIS-TSAKONAS e RILEY,
2002; ORISH et. al.,, 2021; POHL e COCKBURN, 2022), além disso a resposta pro-
inflamatéria também é responsavel por induzir a produgio de Oxido Nitrico (NO) e Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS) que danificam as estruturas do parasito levando o mesmo a morte
(VASQUEZ, ZUNIGA e RODRIGUEZ, 2021; ARTAVANIS-TSAKONAS e RILEY, 2002;
ANDRES et. al., 2022).

Além das citocinas pro-inflamatorias, essas células também sdo as responsaveis pela
secrecdo de citocinas imunorreguladoras como a IL-10 e o Fator de Crescimento Tumoral-
(TGF-p), responsaveis por limitar danos ao tecido causados pela resposta pro-inflamatoria e
ativar diferentes mecanismos efetores (STEVENSON e RILEY, 2004; DODOO et. al., 2002;
ARTAVANIS-TSAKONAS ¢ RILEY, 2002; ANGULO e¢ FRESNO, 2002). Tanto as citocinas
pro-inflamatdrias quanto as imunorreguladoras sdo expressas por células da imunidade inata e
da imunidade adaptativa (Figura 4) (STEVENSON e RILEY, 2004). Apesar da grande
importancia que a resposta inata tem no controle da doenga, quando muito potente pode auxiliar
no desenvolvimento da malaria grave diretamente ou indiretamente através da amplificagdo dos

efeitos da imunidade adaptativa (STEVENSON e RILEY, 2004).

Figura 4 — Representacdo esquematica do link entre a imunidade inata e adaptativa na fase
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Ja a imunidade adaptativa é a responsavel pela especificidade, ou seja, capacidade de
distinguir diferentes substancias, ¢ memoria, relacionada com uma resposta de maior vigor a
medida que o individuo for reexposto ao mesmo patéogeno. As células que compdem a
imunidade adaptativa s3o os linfocitos T e B, capazes de secretar produtos especificos para o
reconhecimento de diferentes antigenos (LOZANO et. al., 2021). Em relacdo aos linfocitos T,
as TCD8", auxiliadas por células TCD4", sdo responsaveis pelo reconhecimento € morte das
células hepaticas infectadas, combatendo assim o desenvolvimento do parasito no ambiente
extraeritrocitico (COCKBURN et al., 2013; DE OCA et. al., 2016). Durante a fase eritrocitica,
células TCD4+ e anticorpos sdo responsaveis pelo controle da infec¢do, com as TCD4 " podendo
produzir anticorpos de alta afinidade (DE OCA et. al., 2016). A producao de IFN-y por células
TCD4 Thet", devido a resposta Thl que a malaria desencadeia em seu hospedeiro, ativa os
fagocitos para que estes sejam capazes de capturar e eliminar hemdcias parasitadas, além de
permitir que células dendriticas e macrofagos apresentem antigenos para uma resposta ampliada
das TCD4" (DE OCA et. al., 2016; ZHU, YAMANE e PAUL, 2010).

Os linfécitos B sdo responsaveis pela producdo de anticorpos, moléculas essenciais na
prote¢do contra a maldria, capazes de reconhecer antigenos extracelulares podendo assim
neutraliza-los ¢ elimina-los através de mecanismos efetores, tais como: ativagdo do sistema
complemento, opsonizag¢ao dos patdogenos para fagocitose aumentada, ativagdo de mastocitos,
etc. (SCHUR, 1988; ABBAS, 2015). Os anticorpos, secretados ou expressos na superficie dos
linfécitos B, caracterizam a chamada imunidade humoral (GUTZEIT, CHEN ¢ CERUTTI,
2018; CHAPLIN, 2010) (Figura 5). O estudo da dindmica dos anticorpos durante e apds a
infeccdo pelo parasito € de extrema importancia para mensurar a magnitude e longevidade dos
mesmos, auxiliando na escolha de possiveis candidatos vacinais (TASHI et. al., 2022). Em
1961, Cohen e colaboradores demonstraram que a imunizagdo passiva de criangas infectadas
com P falciparum com anticorpos IgG de adultos imunes fez com que a contagem de
trofozoitos e os sintomas clinicos diminuissem em um curto periodo de tempo (COHEN,
MCGREGOR e CARRINGTON, 1961), desde entdo varios estudos tém mostrado o importante

papel que os anticorpos desempenham na doenga.
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Figura 5 — Representacao esquematica da estrutura das classes de anticorpos humanos
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https://www.antibodysystem.com/archive/48.html.

A Imunoglobulina M (IgM), unica imunoglobulina expressa em todas as espécies de
vertebrados, ¢ o primeiro anticorpo a ser induzido no combate a um patdogeno sendo
fundamental na ativagdo do sistema complemento, porém sua meia vida ¢ curta, em torno de 5
dias, fazendo com que seja substituida pela IgG em questdo de poucos dias (CZAJKOWSKY
et.al., 2010; BOYLE et. al., 2019; ROWE et. al., 2002; KRISHNAMURTY et. al., 2016; KEYT
et. al., 2020). Nas pesquisas em maldria, esse anticorpo acaba recebendo menos atencdo em
relacdo a IgG, pois pouco se sabe sobre sua dindmica de aquisicdo e manuten¢do na doenga e
sobre seu possivel papel na mediacao de efeitos protetivos. Apesar disso, estudos recentes vém
mostrando que IgM pode estar presente tanto na patogenia da doenca quanto na limitagdo das
acoes do parasito e aquisicdo de imunidade na maldria por manter e aumentar a resposta de IgG.
(CZAJKOWSKY et. al., 2010; BOYLE et. al., 2019; ROWE et. al., 2002; KRISHNAMURTY
et. al., 2016).

A Imunoglobulina G (IgG) ¢ o anticorpo mais abundante no soro humano, sendo o tinico
a atravessar a placenta, conferindo protecao passiva ao feto. A IgG circulante possui uma meia

vida que dura em torno de 21 a 28 dias (ABBAS, 2015), na malaria ja foi demonstrado que a
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IgG ¢ importante nos diferentes estagios da infeccdo pela capacidade de controlar algumas
acoes do parasito, como os processos de adesdo e invasdo (TEO et. al., 2016). As variagdes
alélicas nas regides constantes das cadeias pesadas de IgG, levam a mudancas nas sequéncias
de aminoécidos das 4 subclasses existentes para este anticorpo: IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 (FALL
et. al.,, 2023; VIDARSSON et. al., 2014). Em humanos, IgG1 e I1gG3, ditas citofilicas, sao
importantes mediadores para a eliminagao de patogenos (HE et. al., 2019), com ambos atuando
na fixacdo do complemento e na fagocitose opsonica, mecanismos contribuintes na formagao

da imunidade protetora (OSIER et. al., 2014; JOOS et. al., 2010).

1.7 DESENVOLVIMENTO DE VACINAS CONTRA A MALARIA

O desenvolvimento de vacinas contra a malaria ¢ tido como desafiador devido a
barreiras genéticas e a complexidade que as diferentes espécies de Plasmodium apresentam
(ARORA, ANBALAGAN e PANNU, 2021). Atualmente visa o ciclo do parasito em trés pontos
especificos: vacinas pré eritrociticas, eritrociticas e bloqueadoras de transmissdo. As pré
eritrociticas tem como objetivo a prote¢do do individuo no ambito da infec¢do, impedindo a
chegada dos esporozoitos ao figado; as eritrociticas por sua vez objetivam a reducdo da
morbidade e da mortalidade associadas a doenga, visto que € nessa fase que os sintomas clinicos
aparecem; enquanto as bloqueadoras de transmissdo tém como objetivo bloquear o
desenvolvimento do parasito no mosquito impedindo sua transmissdo para o ser humano,
(SKWARCZYNSKI et. al., 2020).

Em geral, as vacinas disponiveis atualmente para diversas doengas sao divididas em 3
categorias: patdgenos atenuados, patdogenos inativados e proteinas recombinantes (HILL et. al.,
2011; SKWARCZYNSKI et. al., 2020), com a grande parte dessas vacinas, incluindo as
desenvolvidas para a malaria, sendo de proteinas recombinantes. Essas proteinas sdo expressas
em sistemas capazes de fazer a transcrigdo e traducdo do DNA de forma que possa ser
comercializado. O DNA recombinante ¢ modificado para controlar o alvo promotor garantindo
0 sucesso na expressao da proteina alvo (LESTARI ¢ NOVIENTRI, 2021), ¢ um método
utilizado ha tempos e com o passar dos anos, vem se tornando cada vez mais eficientes de
dispondo de uma grande variedade de sistemas de expressao além das melhorias para a redugado
dos custos (SOARES e RODRIGUES, 1998; POLLET, CHEN e STRYCH, 2021). Atualmente
sdo amplamente utilizadas na produgdo de vacinas em massa (SOARES e RODRIGUES, 1998),
dentre as vacinas disponiveis que se utilizam desse sistema temos vacinas contra Hepatite B,

HPYV, Influenza, entre outros (POLLET, CHEN ¢ STRYCH, 2021).
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Na malaria, as unicas vacinas recomendadas para uso em humanos sao feitas a partir de
proteinas recombinantes, sdo estas a RTS,S/ASOIE e a R21/Matrix-M, ambas utilizam-se da
Proteina Circumsporozoita de P. falciparum, porém ambas sdao de baixa eficicia fazendo com
que mais doses sejam necessarias para o desenvolvimento de prote¢do (ARORA,
ANBALAGAN e PANNU, 2021; LAURENS, 2020; WHO, 2023a; ADERINTO et. al., 2024).
Outras vacinas de proteinas recombinantes, expressas em diferentes sistemas, se encontram em
desenvolvimento ou até na fase de estudos clinicos para diferentes espécies de Plasmodium
(EL-MOAMLY e EL-SWEIFY, 2023; TAKASHIMA et. al., 2021; HABIBI et. al., 2022).
Apesar de suas vantagens, o uso de proteinas recombinantes no desenvolvimento de vacinas
também acarreta desvantagens, tais como contaminagdes durante expressdao das proteinas, o
risco do desenvolvimento de respostas autoimunes ou até mesmo uma resposta inflamatoria
excessiva (SKWARCZYNSKI et. al., 2020).

Desde os anos 80, época em que os primeiros esforgos para o desenvolvimento de uma
vacina contra malaria comegaram, que a corrida para o desenvolvimento de uma vacina eficaz
¢ focada somente em P. falciparum, até¢ entdo pensado como o parasito mais letal dentre as
espécies e, com isso, 0 desenvolvimento de vacinas para P. vivax segue o que ¢ proposto para
P falciparum (GALINSKI e BARNWELL, 2008; PRICE et. al., 2007; THAM, BEESON e
RAYNER, 2017). Contudo, muitos desafios se estendem no desenvolvimento dessas vacinas
devido as diferengas bioldgicas, patoldgicas e epidemioldgicas entre as duas espécies, fazendo
com que muitas das vezes nao haja sucesso no uso de determinadas metodologias desenvolvidas
para P. falciparum, em P. vivax (TACHIBANA et. al., 2022). Além do mais, fatores como o
ciclo de vida do parasito e o entendimento incompleto acerca dos mecanismos imunoldgicos
envolvendo a protecdo acabam por dificultar o desenvolvimento de vacinas eficazes
(KURTOVIC et. al., 2020; BEESON et. al., 2019).

Levando o dito acima em consideragdo, ¢ mais que urgente a necessidade do
desenvolvimento de uma vacina que seja eficaz contra a doenga, sendo essa capaz de provocar
uma resposta imune duradoura e de controlar a infeccdo (SUN et. al., 2003). Apesar do
desenvolvimento de vacinas atualmente ser feita com base em pontos do ciclo de vida do
parasito de forma individual, a vacina considerada ideal seria uma multiestagio, capaz de

controlar tanto a transmissao quanto a doenca estabelecida (NAHRENDOREF et. al., 2015).
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1.8 O USO DE PEPTIDEOS PARA O ESTUDO DE PERFIS DE RESPOSTA IMUNE
HUMORAL NA MALARIA

A maioria dos trabalhos disponiveis com a proposta de avaliar a imunogenicidade de
diferentes proteinas dos plasmoddios se utilizam de proteinas recombinantes, as quais sao
inquestionavelmente mais laboriosas de serem obtidas. Os peptideos vém tomando espago na
pesquisa cientifica, inclusive nas pesquisas em maldria, como uma alternativa mais viavel em
comparagao com proteinas recombinantes. Peptideos sdo biomoléculas que possuem de dois a
dezenas de residuos de aminoacidos unidos através de ligagdes peptidicas (GUTTE, 1995), seu
uso se justifica devido as suas vantagens, como a capacidade de poder construir, validar e checar
in silico sua efetividade antes da testagem experimental, poupando ao pesquisador dinheiro e
tempo (YEPES-PEREZ et. al., 2018) e a possibilidade de uma produgéo em larga escala sob
condigdes bem controladas (SOARES e RODRIGUES, 1998).

Apesar disso, poucos sdo os estudos que tém avaliado em campo a imunogenicidade de
peptideos sintéticos que representam distintas proteinas dos plasmoddios, a grande maioria
desses aborda a imunogenicidade de peptideos de P. falciparum e P. vivax em populagdes
naturalmente expostas (AVILA et. al., 2001; RODRIGUES-DA-SILVA et. al., 2016; MATOS
et. al., 2019; BAPTISTA et. al., 2023). Destacando aqui P. vivax, temos trabalhos no Brasil que
se referem a peptideos de proteinas como PvAMA-1, PvCelTOS, PvMSP9, PvTRAP, entre
outros, com esses se mostrando imunogénicos em populagdes de areas endémicas com
frequéncias de respondedores superiores a 30% (SOARES et. al., 2020; RODRIGUES-DA-
SILVA et. al., 2017; RODRIGUES-DA-SILVA et. al., 2016; MATOS et. al., 2019).

Vacinas baseadas em peptideos podem possuir vantagens como a facil produ¢do em alta
escala, possibilidade de serem armazenadas em temperatura ambiente, terem como alvo
determinadas respostas imunes através da customizagao e o reduzido risco do desenvolvimento
de doencas autoimunes e respostas alérgicas, além disso, o uso de vacinas contendo multiplos
epitopos sdo esperadas como sendo capazes de aumentar a resposta imune do hospedeiro e
assim prevenir reinfeccdo (SAADI, KARKHAH e NOURI, 2017). Ensaios de imunizacao
envolvendo peptideos sintéticos de Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax em macacos e
camundongos ja vem sendo performados, confirmando os peptideos envolvidos como
potenciais candidatos vacinais (HERRERA et. al., 2004; HERRERA et. al., 1994). Todavia
ainda sdo necessarios mais estudos, sendo fundamental conhecer o status imune de populagdes
naturalmente expostas ao parasito frente aos peptideos escolhidos, de forma a compreender

quais peptideos estdo sendo reconhecidos e facilitar tanto a escolha do perfil da populacao alvo
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quanto a interpretacdo dos ensaios de vacinagdo em compara¢do com a resposta naturalmente
adquirida da populagdo alvo (SKWARCZYNSKI et. al., 2020; SKWARCZYNSKI e TOTH,
2016; FERREIRA-DA-CRUZ et. al., 1995; DODOO et. al., 2011).

1.9 ANTIGENOS DE FASE EXOERITROCITICA PROMISSORES NA INDUCAO DA
PROTECAO CONTRA MALARIA VIVAX

1.9.1 Proteina de Passagem Celular de Oocinetos e Esporozoitos (CelTOS)

A Proteina de Passagem Celular de Oocinetos e Esporozoitos (CelTOS) ¢ uma
importante proteina de 25 kDa altamente conservada nas espécies de Plasmodium secretada nos
micronemas e posteriormente translocada para a superficie do parasito a fim de mediar sua
infectividade nos hepatocitos, bem como sua locomogao e passagem celular tanto no hospedeiro
vertebrado quando no invertebrado (Figura 6) (PIRAHMADI et. al., 2019; KARIU et. al.,
2006). Na célula do hospedeiro, se liga ao acido fosfatico formando poros no folheto interno da
membrana, facilitando assim sua passagem. Quando sollivel, essa proteina se mostra como um
dimero o qual os dois mondmeros protegem o nucleo, que € hidrofobico, expondo seus residuos
hidrofilicos na superficie (JIMAH et. al., 2016). Por estar presente em estagios expostos ao
hospedeiro invertebrado e vertebrado, CelTOS ¢ considerado um candidato promissor no
desenvolvimento de uma vacina eficaz (AREVALO-PINZON et. al., 2020).

Anticorpos naturalmente adquiridos contra PvCelTOS ja foram observados no Brasil e
em outras partes do mundo, como por exemplo na Tailandia. No estudo que Longley e
colaboradores (2016) desenvolveram na Tailandia, dois grupos de voluntarios foram
acompanhados por 1 ano e divididos em um grupo que teve duas ou mais infec¢des maldricas
ao longo do ano e um grupo que nao foi infectado no mesmo periodo. Foi visto que a
positividade e magnitude de IgG contra a proteina recombinante de PvCelTOS se manteve em
ambos os grupos ao longo do segmento, porém em baixa frequéncia (LONGLEY et. al., 2016).

No Brasil, Rodrigues-da-Silva e colaboradores (2017) com uma coorte de individuos
expostos da regido endémica brasileira, infectados ou ndo na data de coleta, também
perceberam positividade e magnitude de IgG em individuos numa frequéncia baixa, porém o
tempo decorrido desde o ultimo episddio de malaria variou de 0 a 480 meses nessa populagao,
ou seja, o individuo que ndo apresentava infecgdo hd 480 meses ainda possuia niveis de
anticorpos detectdveis contra a proteina recombinante de PvCelTOS (RODRIGUES-DA-

SILVA et. al., 2017). De forma a caracterizar epitopos que sejam reconhecidos por anticorpos e
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assim facilitar a busca por possiveis candidatos vacinais, peptideos sdo sintetizados e utilizados
como ferramenta para essa fun¢ao (LIMA-JUNIOR et. al., 2011). Sendo assim, Rodrigues-da-
Silva e colaboradores (2017) utilizaram-se de programas de predicdo de epitopos para a
sintetizacdo de peptideos contendo epitopos de células B a partir da proteina recombinante de
PvCelTOS e, a partir disso, 4 epitopos foram preditos. Apos a testagem de 32 peptideos que
correspondiam a sequéncia completa da proteina recombinante na mesma populagdo analisada,
foi visto que dois epitopos preditos apareciam inteiramente ou parcialmente nos peptideos
confirmados como naturalmente imunogénicos. Dos 32 peptideos, 10 foram reconhecidos por
anticorpos naturalmente adquiridos e 5 regides imunogénicas foram confirmadas. Além de tudo,
o peptideo PvCelTOS!33-6147 apresentou a maior frequéncia de respondedores (92%) bem
como a maior magnitude de indice de reatividade (1,71) (RODRIGUES-DA-SILVA et. al.,
2017).

Em relacdo ao desenvolvimento de vacinas, varias pesquisas incluem PvCelTOS como
candidato vacinal promissor. Alves e colaboradores em 2017, testaram PvCelTOS como alvo
de 4 diferentes plataformas vacinais, todas expressando PvCelTOS como agente de preparacao.
Quando camundongos BALB/c inbred e CD-1 outbred foram desafiados com uma quimera de
P. berghei que expressava a proteina recombinante de PvCelTOS, foi visto que apds a primeira
imunizag¢do as respostas humoral e celular foram induzidas, porém com baixos niveis de
protecdo em todas as plataformas vacinais. Esses baixos niveis de protecio podem
provavelmente ser explicados pela baixa especificidade desses anticorpos em relagdo aos anti-

PvCelTOS (ALVES et. al., 2017).

Figura 6 — Modelo do mecanismo de passagem celular de CelTOS
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Fonte: traduzido e adaptado de JIMAH et. al. (2016). (A) Durante a fase pré-eritrocitica, os

esporozoitos atravessam varias células, incluindo células de Kupfter e hepatécitos. CelTOS
forma poros e rompe as membranas celulares dessas células para permitir a saida dos
esporozoitos para completar a travessia. A inser¢do mostra que CelTOS est4 localizado na

superficie dos esporozoitos e rompe as membranas plasmaticas ligando-se diretamente ao
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acido fosfatidico (PA) no folheto interno para criar um poro que permite a saida do
esporozoito. EEF — forma exoeritrocitica. (B) Durante a fase no mosquito, os oocinetos
atravessam o epitélio do intestino médio do mosquito para alcancar a ldmina basal, onde se
desenvolve em oocistos. CelTOS forma poros e rompe as membranas das células do vetor
para direcionar a saida do oocineto durante a travessia através do epitélio do intestino médio
do mosquito. A proteina se mostra localizada na superficie dos oocinetos, fazendo o mesmo

processo de rompimento de membrana e formagao de poro para a saida do oocineto.

1.9.2 Proteina Adesiva Relacionada a Trombospondina (TRAP)

A proteina adesiva relacionada a trombospondina (TRAP) ¢ uma proteina de
esporozoito, conservada no filo Apicomplexa, atuando na motilidade do parasito através da
ligacdo da cauda citoplasmatica da proteina ao sistema subpelicular de actomiosina do
esporozoito (KAPPE et. al., 1999; KOSUWIN et. al., 2014) e, juntamente com a Proteina
Circumsporozoita, ¢ necessaria na invasao tanto das glandulas salivares do inseto vetor quanto
nos hepatécitos do hospedeiro definitivo (Figura 7) (MULLER et. al., 1993; SINNIS e SIM,
1997).

Possuindo 90kDa, esta proteina pertence a familia TRAP/MIC2 e se caracteriza por
conter um peptideo terminal-N hidrofébico (dominio I), uma ligacdo de magnésio em uma
porcao semelhante a integrina contendo sitios de adesdao dependentes de ion (MIDAS) (dominio
A), uma repeticdo de trombospondina tipo I que junto do dominio II formam a regido de
ectodominio da proteina (dominio III), uma regido rica em asparaginina e prolina acida
(dominio I'V), um dominio transmembrana hidrofobico (dominio V) e uma cauda citoplasmatica
(dominio VI) (KOSUWIN et. al., 2014; TEMPLETON e KASLOW, 1997; SPRINGER, 2006).
A regido MIDAS ¢ de fundamental importancia no reconhecimento da TRAP com o ligante de
superficie da célula, sendo que essa interacao resulta na formacao da fita-f§ que promove uma
forca de tensdo alongando e alinhando a proteina; juntamente com esse fendmeno a regiao
central da proteina também se alonga e o aparato actina-miosina presente na cauda de TRAP
exerce uma forca de tracdo. Toda essa movimentagdo juntamente com outras caracteristicas
presentes no reconhecimento e adesdo a célula, fazem com que o parasito adentre a célula
hospedeira (NAZERI et. al., 2015; SPRINGER, 2006).

PvTRAP ¢ uma proteina bastante estudada e assim como PvCelTOS ja foram
observados relatos de anticorpos adquiridos naturalmente no Brasil e em outros paises. No

estudo conduzido por Nazeri e colaboradores (2017), individuos infectados com P. vivax foram
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recrutados das areas endémicas do Ird, Afeganistio e Paquistdo contra uma proteina
recombinante de PvTRAP e foi visto uma frequéncia de respondedores que ultrapassou 35%
em todos os trés locais (NAZERI et. al., 2017). Em 2019, Matos e colaboradores confirmaram
PvTRAP como imunogénica na area endémica brasileira, numa coorte de 299 individuos
infectados ou ndo e com diferentes graus de exposicao e imunidade, foi visto contra a proteina
recombinante de PvVTRAP uma frequéncia de respondedores de 49% juntamente com indices
de reatividade que variavam de 1.01 a 4.29. Os relatos desses individuos sobre o tltimo episodio
de malaria que tiveram variaram de 0 a 240 meses (MATOS et. al., 2019).

Assim como feito para PvCelTOS, epitopos de célula B também foram preditos para
PvTRAP. No estudo de Matos e colaboradores (2019), a proteina recombinante de PvTRAP foi
predita in silico identificando 4 epitopos de células B lineares. Estes foram testados em sua
populagdo, porém a testagem dos 4 peptideos que correspondiam aos epitopos apresentou uma
baixa frequéncia de respondedores. O peptideo PvTRAP®3#4763™) recebeu destaque entre os
peptideos testados por apresentar a maior frequéncia de respondedores (32%) entre eles
(MATOS et. al., 2019)

PvTRAP também vem se mostrando como importante candidata vacinal por ser efetiva
em induzir resposta mediada por células T em macacos ¢ humanos (REYES-SANDOVAL et.
al., 2008; WEBSTER et. al., 2005). BAUZA et. al. em 2014, vacinaram camundongos BALB/c,
C57BL/6 e CD1 outbred infectados com P. berghei transgénico expressando PvTRAP, com dois
vetores recombinantes diferentes que expressavam PvTRAP: ChAd63-PvTRAP seguido por
MVA-PvTRAP, resultando em uma prote¢do mediada por células TCD8" e por anticorpos. Os
camundongos CD1 mostraram os maiores titulos de anticorpos entre as cepas. Ja na resposta
celular os camundongos C57BL/6 mostraram maiores frequéncias de células TCD8". Ambos
0s vetores se mostraram bons candidatos vacinais de fase pré-eritrocitica para futuras aplicagoes

clinicas (BAUZA et. al., 2014).
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Figura 7 — Modelo do mecanismo de ativagdo da TRAP
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(Fonte: Traduzido e adaptado de SONG et. al. (2012). (A) Na auséncia
de um ligante e da forca de tragdo, ocorre a formagao de uma orientagdo
flexivel entre os dominios VWA (Fator A de Willebrand - Dominio II) e
TSR (Repeticdo de trombospondina). (B) Quando um ligante
imobilizado se liga a8 TRAP através do MIDAS (Sitio de adesdo
dependente de ions - Dominio II), uma forca de tracdo ¢ exercida pelo
aparato de actino-miosina. A proteina sera entdo alongada e endireitada
ao longo do vetor de forca. A for¢a de alongamento estd na ativagao do

dominio VWA e da formagao da fita 3 extensivel.)

DE FASE ERITROCITICA PROMISSORES NA INDUCAO DA

PROTECAO CONTRA MALARIA VIVAX

1.10.1 Antigeno Protetor Rico em Cisteina (CyRPA)

O Antigeno Protetor Rico em Cisteina (CyRPA) ¢ uma proteina descrita recentemente

sendo até o momento mais estudada em P, falciparum do que em outras espécies (GONZALEZ-

CERON el. al., 2020). CyRPA possui 42,8kDa, 362 residuos e se encontra presente nos

micronemas dos merozoitos, auxiliando na invasao dos eritrocitos através da formagao de um

complexo multiproteico essencial entre o merozoito e o eritrocito (FAVUZZA et.al., 2017). Esse

complexo multiproteico ¢ composto, além de CyRPA, pela Proteina Homologa 5 de Ligacgao de
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Reticulocitos (RHS) e a Proteina de Interagdo com RHS (Ripr), essas proteinas se colocalizam
na jungdo entre merozoito e eritrocito durante a invasdo ativando a liberagdo de Ca2+ através
da interagao do RHS5 com a Basigina Receptora de Eritrocitos (BSG) na superficie, além disso
também estabelece a juncdo comunicante, formando em seguida o vacuolo parasitoéforo e por
consequéncia a invasao ao eritrocito (Figura 8) (KNUEPFER et. al., 2019; REDDY et. al., 2015;
VOLZ et. al., 2016).

Ortologos de PfCyRPA sao encontrados apenas em P. vivax, P. knowlesi, P. cynomolgi e
P. reichenowi, compartilhando 42% de homologia com essas espécies (FAVUZZA et. al., 2017).
Contudo, em relagdo a RHS5, nenhum ortélogo foi identificado em outras espécies de
Plasmodium fora das espécies concentradas no subgénero Laverania, ja ortdlogos de Ripr sao
encontrados na maioria das espécies de Plasmodium (KNUEPFER et. al., 2019).

Por ser uma proteina descoberta recentemente, os estudos sobre CyRPA ainda sao
escassos € com isso a descricdo completa de suas fungdes ainda ndo foi inteiramente elucidada.
Na literatura podemos observar estudos que mostram, por exemplo, a capacidade de anticorpos
monoclonais contra CyRPA de inibirem a invasdo de merozoitos de P. falciparum in vitro € in

mll enxertado com hemacias

vivo utilizando-se do modelo de camundongo NOD-scidIL2Ry
humanas (DREYER et. al., 2012; TAMBORRINI et. al., 2020). Franga e colaboradores (2017)
realizaram um estudo onde, por um periodo de 16 meses, criangas infectadas por P. vivax da
Papua-Nova Guiné foram acompanhadas a fim de investigar a relagao entre o risco prospectivo
de malaria e niveis de IgG totais contra 38 antigenos de P. vivax. Foi visto que niveis baixos de
anticorpos direcionados a PvCyRPA sdo capazes de reduzir em 50% as infecgdes sintomaticas

(FRANCA et. al., 2017).
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Figura 8 — Esquema representando a invasdo do merozoito na hemacia e o papel do complexo

multiproteico
A. Plasmodium knowlesi
1. Liberacio dos micronemas e 2. Ligagdc com receptores de 3. Liberagiio do bulbo da roptria
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Fonte: Traduzido e adaptado de KNUEPFER et. al. (2019). (A) Invasdo da hemacia
por P. knowlesi ou (B) por P. falciparum. P. knowlesi nao possui uma molécula
semelhante a RHS, resultando na secre¢ao de RIPR (Proteina de interagdo com o
RHS5) complexado com PkPTRAMP (PTRAMP de P. knowlesi) e PkCSS (Pequena
proteina secretada rica em cisteina). O papel preciso deste complexo no processo
de invasao ¢ atualmente desconhecido, mas especula-se que PKPTRAMP como uma
proteina transmembrana exibe PKRIPR e PkCSS na superficie do merozoito apos a
liberagdo do micronema e reconhece um receptor no eritrocito humano. A BSG
(Basigina Receptora de Eritrocitos) ndo € utilizada como receptor de eritrocitos
humanos por P. knowlesi. Em total contraste, RH5 de P. falciparum e as proteinas
micronemais PfRIPR e PfCyRPA (Antigeno protetor rico em cisteina de P.

falciparum) formam um complexo trimérico ap6s o pescoco da roptria e a secregao
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do micronema. Este complexo localiza-se na superficie do merozoito, através de
uma interagdo entre o terminal N de RHS e a proteina P113 ancorada em GPI, e
conecta o parasita via BSG ao eritrocito hospedeiro. Especula-se que esta interacao

entre RHS5 e BSG resulte no bulbo de roptria.
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2 JUSTIFICATIVA

Plasmodium vivax configura-se como o parasito de maior dispersdo no mundo. No
Brasil, ¢ a espécie de maior prevaléncia principalmente na regido Amazonica, area endémica
para a doenca. Infec¢des por P. vivax sdo entdo preeminentes no pais impactando negativamente
o desenvolvimento socioecondmico devido a sua elevada morbidade (WHO 2023¢; BRASIL
et. al., 2017a; PRICE et. al., 2007). Aliado a esse fato, torna-se cada vez mais preocupante a
observagdo de Obitos, bem como a ocorréncia de casos de resisténcia dessa espécie aos
antimalaricos tradicionais, ¢ do vetor aos inseticidas usuais tanto no mundo quanto na area
endémica brasileira (SILVA et. al., 2018; MARQUES et. al., 2014; DE SANTANA FILHO et.
al., 2007), para mais, atualmente sabe-se que a doenga causada por P. vivax pode se desenvolver
em formas mais graves (PRICE et. al., 2007).

Todos esses fatores suportam os apelos da comunidade cientifica e da sociedade para o
desenvolvimento de uma vacina antimalarica efetiva contra essa espécie. As Unicas duas
vacinas contra maléria aprovadas e recomendadas pela OMS, sdo para P. falciparum, espécie
de segunda maior prevaléncia no mundo exceto pelo continente africano, que além das duas
vacinas ja disponiveis, lidera as pesquisas para novos candidatos vacinais.

Devido aos muitos problemas enfrentados na construgdo de vacinas que tém como base
proteinas recombinantes, os peptideos surgem no cendrio da pesquisa como moléculas
promissoras para compor uma vacina antimalarica devido, sobretudo, sua facilidade de
producdo e imunogenicidade, porém a escassez de estudos focados no conhecimento da
resposta de individuos naturalmente expostos a peptideos acaba por atrasar o desenvolvimento
de vacinas que levam peptideos como base. Levando em consideragdo o dito acima, esse estudo
avaliara a cinética de respostas de anticorpos antigeno-especificos em pacientes residentes de
area endémica no Brasil e, portanto, expostos a doenga, durante a infeccdo malarica causada

por P. vivax em sua fase aguda e convalescente.
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3 OBJETIVO GERAL

Determinar a cinética da resposta de anticorpos IgG total, suas subclasses e I[gM contra
peptideos que representam proteinas de fase eritrocitica e exoeritrocitica de Plasmodium vivax
durante a fase aguda e convalescenca (30 e 180 dias p6s infec¢do) de pacientes provenientes da

regido endémica brasileira.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar se os peptideos selecionados sdo reconhecidos no soro de individuos vivendo
em area endémica de maldria no Brasil, determinando a frequéncia e a intensidade de
resposta;

e Determinar a longevidade/perfil de soroconversdo dos anticorpos ao longo dos
seguimentos 0 ¢ 30; 0 ¢ 180; ¢ 0, 30 e 180;

e Avaliar se fatores como niveis de parasitos circulante, tempo de exposicdo em area
endémica e numero de episddios pregressos da doenga modulam a frequéncia de

respondedores e intensidade de resposta para os antigenos.
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4 METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAO

Dynamics of IgM and IgG antibody response profile
against linear B-cell epitopes from exoerythrocytic
(CelTOS and TRAP) and erythrocytic (CyRPA) phases

of Plasmodium vivax: a follow-up study
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Abstract: Malaria is a serious health problem worldwide affecting mainly children
and socially vulnerable people. The biological particularities of P. vivax, such as
the ability to generate liver dormant forms and rapid emergence and maturation
of gametocytes in circulation, and the emergence of drug resistance have
contributed to a difficult control of disease. In this context, the development of an
effective vaccine has been considered a fundamental tool for the efficient control
and/or elimination of vivax malaria. Although recombinant proteins have been
the main strategy used in designing vaccine prototypes, synthetic immunogenic
peptides appeared as a viable alternative for this purpose. Considering, therefore,
that in the Brazilian endemic population, little is known about the profile of the
humoral immune response directed to synthetic peptides that represent different
P. vivax proteins, the present work aims to map the epitope-specific antibodies to
synthetic peptides representing linear portions of the P. vivax CelTOS, TRAP, and
CyRPA proteins in individuals in the acute phase (D0) and convalescence (D30
and D180 after infection) of vivax malaria. The results obtained showed that
studied subjects responds to all proteins following at least six months of infection.
For IgM, few individuals (3-21%) were positive during the acute phase of the
disease, the highest frequencies were observed for IgG (28-57%). Regarding
subclasses, IgG2 and IgG3 stood out as the most prevalent for all peptides. During
the follow up, stability of IgG was observed for all peptides. No positive
correlations was observed among IgM and IgG antibodies and factors of
exposition. We conclude that for all the peptides, the immunodominant epitopes
are recognized in the exposed population, with similar frequency and magnitude.
However, if the antibodies detected in this study are potentially protectors this
need to be investigated.

Keywords: malaria, immune response, PvCelTOS, PvTRAP, PvCyRPA
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1. Introduction

Considered a serious global public health problem, malaria, a disease
caused by protozoa of the genus Plasmodium, was responsible in 2022 for
about 249 million cases, and around 608 thousand deaths [1]. Plasmodia
are protozoa belonging to the phylum Apicomplexa, with two of the
species being the main ones existing in Brazil, P. falciparum and P. vivax
(2].

From plasmodia species that infect humans, P. vivax is the most
geographically distributed [3]. At least in part, the ability of this parasite
to develop a dormant life stage in the liver of its host, called hypnozoite,
causing late relapses [4-5], as well as the early circulation of its sexual
stage, gametocytes have contributed to its maintenance in endemic areas
of the globe [6]. Together with huge spatial distribution, the constant
resistance of this parasite to antimalarials, the resistance of the vector to
insecticides, and the lack of an effective vaccine are the main reasons for
the search for new strategies against vivax malaria [7,8]. The RTS,S5/ASO1E
vaccine, under the commercial name Mosquirix™, was the first human
vaccine against malaria to undergo a high level of regulation [9], besides
this, in 2023 the R21/Matrix-M vaccine also became recommended by the
WHO, but both are aimed at children living in areas of high and moderate
transmission [1] and are only partially effective against P. falciparum
[1,10,11]. Therefore, numerous efforts are still necessary until an effective
vaccine may be accessible for all plasmodia species [12].

Among all P. vivax proteins, the Ookinete and Sporozoite Cell
Passage Protein (CelTOS), the Thrombospondin-Related Adhesive
Protein (TRAP), and the Cysteine-Rich Protective Antigen (CyRPA) have
been widely studied, and recently, considered as promising for vaccine
development [13-15]. CelTOS is a highly conserved protein in Plasmodium
species that is secreted in micronemes and subsequently translocated to
the surface of the parasite to mediate its infectivity in hepatocytes, as well
as its locomotion and cell passage in both vertebrate and invertebrate
hosts [16,17]. TRAP is also a highly conserved sporozoite protein, acting
on parasite motility [18,19] and, together with Circumsporozoite Protein
(CS), is fundamental for the invasion of both the salivary glands of the
insect vector and hepatocytes of the vertebrate host [20,21]. CyRPA is
found in the micronemes of merozoites, helping invade erythrocytes
through the formation of a multiprotein complex between the merozoite
and the erythrocyte [22]. To date, studies show that these proteins, present
in fundamental stages of the parasite's life cycle, are immunogenic and
that antigen-specific antibodies correlate with natural immunity in
exposed populations [23,24].

The majority of the available studies that investigate the antibody
response against antimalarial antigens in exposed populations use
recombinant proteins [25-28]. However, despite advances in the synthesis
of recombinant proteins, its use still has many problems, such as risks of
contamination during production and the possibility of developing
autoimmune responses [12, 29]. On the other hand, peptides have become
increasingly common in scientific research due to advantages such as the
ability to construct, validate, and check their effectiveness in silico before
experimental testing, avoiding spending money and time [30]. However,
few studies have evaluated the immunogenicity and antibody response of
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synthetic peptides that represent different plasmodium proteins in
populations naturally exposed to malaria, especially after an episode of
disease [12]. Therefore, in this study, we map the antibody response,
during acute and convalescent phases of vivax malaria, against linear
peptides representing PvCelTOS, PvTRAP, and PvCyRPA proteins in
exposed subjects living in low transmission regions of Brazil.

2. Materials and Methods

2.1 Study area and participants

The complete description of the study area and patient's profile can
be found in detail in Soares and colleagues (2019) (Table A1) [31]. Briefly,
the selected study area belongs to the Brazilian endemic area and
comprises the cities of Nova California (RO), Acrelandia, and Placido de
Castro (AC). Venous blood was collected from 56 patients presenting
symptoms of malaria. The infection was initially detected by thick blood
smear and, next the infective parasite species was, confirmed by PCR.
After 30 (n=46) and 180 (n=24) days post-infection (convalescence phase),
a new blood collection was performed. All patients signed the consent
form, and completed a questionnaire reporting their previous number of
malaria infections and exposure time in the endemic area, also all patients
were properly treated by the guidelines of the Brazilian Ministry of
Health. In addition to the infected individuals, blood was collected from
28 individuals, named Cohabitants (CH- residents of the study area who
were not infected and had not had malaria infections for at least 1 year).
20 individuals who were not residents of an endemic area and who had
never visited one were also named as Non-Exposed Controls (NEC), were
also recruited for the study to be used in the calculation of the cut-off
value. The plasma, obtained from venous blood, was stored at -20 C until
the use.

2.2 Synthetic antigens

To determine the levels of antibodies specific to PvCelTOS, PvTRAP
and PvCyRPA, the peptides PvCelTOS(133-G147),  PyTRAP®#4-G74) and
PvCyRPA@28-G307), respectively, were chosen based on previous studies
[23,24], who identified and validated different epitopes as naturally
immunogenic in populations exposed to infection in the Brazilian
Amazon.

2.3 ELISA

The concentration of IgG antibodies and their subclasses and IgM
was measured using the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
technique, according to the protocol standardized previously [23]. Briefly,
MaxiSorp 96-well plates were sensitized with 20ug/mL of each antigen for
IgG total and 5ug/mL for the IgG subclasses and IgM and then incubated
overnight in a humidified oven at 37°C. Next, the plates were washed 3x
with 1X Phosphate Buffered Saline (PBS) and then blocked with 200uL of
4% Bovine Serum Albumin (BSA) for 1h30min at 37°C in a humid oven.
Then the 4% BSA was discarded, and the samples diluted 1:100 in 2% BSA
were added to the plates, which was incubated again for 2 hours at 37°C
in a humid oven. Next, the plates were washed 3 times with PBS-Tween
0,05%. After monoclonal antibodies diluted in 2% BSA were added to the
plate (IgG 1:1000, IgG1 1:4000, IgG2 1:2000, IgG3 1:4000, IgG4 1:4000, IgM
1:1000) were incubated for 1 hour at 37°C in a humid oven. Finally, the
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plates were washed 3 times with 0,05% PBS-Tween and 1 time with PBS
1X. IgG total was revealed with o-phenylenediamine dihydrochloride (o-
phenylenediamine dihydrochloride — OPD) while subclasses and IgM
were revealed with 3,3",5,5 -tetramethylbenzidine (tetramethylbenzidine
— TMB). All reactions were stopped with H,SOs and absorbance was
determined in the ELISA reader (Bio-Tek, Winooski, VT) at 490nm. The
cut-off value was determined from the average of the negative controls
(subjects living in the non-endemic area) plus 3 times the standard
deviation. The Reactivity Index (RI) was obtained by dividing the
absorbance value by cut-off, individuals with IR >1 are considered to have
detecting antibodies while individuals with IR<1 are considered negative.

2.4 Statistical analyzes

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 9.5.1
program for Windows. Differences in antibody frequencies between
groups were tested first by the Chi-Square test followed by Fischer's post-
test. The magnitude of the Reactivity Indexes was measured using the
Kruskal-Wallis test, followed by the Mann-Whitney post-test. The follow-
up analyses were measured by the Friedman test, followed by the
Wilcoxon test. Correlations were tested using Spearman's test for
parametric data and Pearson's test for non-parametric data. P values <0.05
were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Patterns of IgM and 1gG antibody response

Naturally acquired antibodies during malaria infection are
considered fundamental in controlling the clinical evolution of the disease
[32,33]. Thus, the first parameters evaluated in this study were the
frequencies of responders and IgM and IgG antibody reactivity profiles
against peptides representing the exoerythrocytic (TRAP®3#-G374) and
CelTOSM33-G147)), and erythrocytic stage proteins (CyRPA(T289-G307) of P.
vivax. Interestingly, the frequencies of IgM and IgG positive responses for
all peptides, independently of the cycle phase, were similar among
infected individuals (acute phase) and CH (p > 0,05). However, a higher
frequency of positive responses was observed for proteins from the
exoerythrocytic stage, especially for IgG when compared to IgM (p <0.05).

Regarding RI, the higher range were observed to IgG. Specifically, to
this immunoglobulin was observed a range from 1.0 to 3.3 for PvTRAP®34
G374); 1.0 to 2.4 for PvCelTOS(133-G147); and 1.0 to 1.7 for PvCyRP A(T289-G307) for
the individuals in the acute phase of the infection and for subjects only
exposed to the infection (CH) (Figure 1A, 1B and 1C).

During the convalescence phase of the disease (30 and 180 dpi), once
again a similar profile in the frequency of positive responses was observed
for IgM and IgG in all peptides (Figure 2A, 2B and 2C); IgG being the most
common immunoglobulin in the serum of the individuals studied
specially for exoerythrocytic proteins. Interestingly, for PvCyRP A(T285-G307)
36% of subjects presented IgM at 30dpi versus 21% observed during acute
phase of infection (Fig 2C and 1A). Regarding RI profile, the levels IgG
ranged from 1.0 to 6.2 for PvTRAP®34-G374), 1.0 to 2.6 for PvCel TOS(1133-G147),
and 1.0 to 1.8 for PvCyRPA(128-G307) (Figure 2A, 2B and 2C).

In this study we also investigated the impact of primary infection on
the frequency and magnitude of IgM response for all peptides.
Interestingly, the frequency of positive responders and RI were similar
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between individuals suffering first or multiples malaria episode (Figure
A2).
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Figure 1. Profile of the antibody response (frequency of responder and Reactivity
Index) against PvCelTOS(133-G147), PyTRAP®344+-G374) and PvCyRPAT%-G37) in the
acute phase of P. vivax infection and in CH individuals. The dashed line represents
the cut-off that separates responders from non-responders. The horizontal line in
the scatter plots represents the median RI value. Each sample was tested in
duplicate by ELISA. Statistical significance of the frequency of responders at
different points for each antigen was assessed using the Chi-square test with
Fischer's post-test for multiple comparisons. Statistical significance of the RI
observed at different points for each antigen was assessed using the Kruskal
Wallis test with Mann-Whitney post-test for multiple comparisons (p<0.05). The
bars represent statistical differences between the groups, the black ones indicate
the differences in the observed RI and the blue ones refer to the frequency of
positive responders CH (cohabitants). Ac: IgG and IgM: n= 56, CH: IgG and IgM
n=23.
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Figure 2. Profile of the antibody response against PvCel TOS1133-G147), PyTRAP®34+-
G374 and PvCyRPAT8-G307) during the convalescent phase (30 and 180 days post-
infection) of P. vivax infection. The dashed line represents the cut-off that separates
responders from non-responders. The horizontal line in the scatter plots
represents the median IR value. Each sample was tested in duplicate by ELISA.
Statistical significance of the frequency of responders at different points for each
antigen was assessed using the Chi-square test with Fischer's post-test for multiple
comparisons. Statistical significance of the RI observed at different points for each
antigen was assessed using the Kruskal Wallis test with Mann-Whitney post-test
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for multiple comparisons (P<0.05). Conv. 30 (Convalescent 30 days), Conv. 180
(Convalescescent 180 days). n Conv. 30 =46, n Conv. 180 = 24.

3.2. Pattern of antigen-specific 1gG1, IgG2, and IgG3 antibody response

Next, individuals with IgG antibodies were selected and the
frequency of responders and RI for IgGl, IgG2, and IgG3 were also
determined at all follow-up points. For PvCelTOS(133G147), the highest
frequency of responders was observed for IgG2, especially at 180 days of
follow-up (22, 28, and 50% of responders in the acute, 30, and 180 groups,
respectively). For cytophilic subclasses, IgG1 tended to an increase in the
frequencies of responders over time (11, 9, and 25% for acute, 30, and 180
groups, respectively). By the other hand, the frequencies of subjects IgG3
positive reduced over time (22, 14, and 0% of responders at the acute, 30,
and 180 groups, respectively). Interestingly, the frequencies observed in
the CH group were similar to those observed in individuals from the 180
group. Regarding RIs, these ranged from 1.0 to 2.8 (Figure 3A).

For PvTRAP®3#-G374), the frequencies of positive responders and RI
for all IgG subclasses were similar during follow-up (p > 0.05). Once again,
individuals exposed to the disease, but free from infection, also presented
cytophilic (IgG1 and IgG3) and non-cytophilic (IgG2) antibodies, as seen
in the infected group; curiously the highest frequency observed for IgG3
was from the CH for PvTRAP®3#-G74) with 72% of responders. The IRs
ranged from 1.0 to 1.8 (Figure 3B).

Finally, for PvCyRPA(%-G307) the highest frequencies of IgG
subclasses were observed on day 30 post-infection. In this point of follow-
up, the most prevalent subclass was IgG2 (42%), followed by IgG1 (33%)
and IgG3 (8%). Interestingly, six months after infection 20% of subjects
still had detectable IgG2 antibodies. Regarding RI, the variation seen was
from 1.0 to 2.0, a magnitude similar to those observed for the
exoerythrocytic peptides (Figure 3C).
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Figure 3. Response profile of IgG antibody subclasses (IgG1, IgG2, and IgG3)
against PvCelTOS(133-G147), PyTRAP®344-G374) and PvCyRPAT8-G307) in the acute and
convalescent phases of P. vivax. The dashed line represents the cut-off that
separates responders from non-responders. The horizontal line in the scatter plots
represents the median RI value. Each sample was tested in duplicate by ELISA.
Statistical significance of the frequency of responders at different points for each
antigen was assessed using the Chi-square test with Fischer's post-test for multiple
comparisons. Statistical significance of the RI observed at different points for each
antigen was assessed using the Kruskal Wallis test with Mann-Whitney post-test
for multiple comparisons (P<0.05). The bars represent statistical differences
between the groups, the black ones indicate the differences in the observed RI and
the blue ones refer to the frequency of positive responders. 30 (Convalescent 30
days), 180 (Convalescent 180 days). (A) PvCel TOS(13-G14) n acute =27, n 30 =21, n
180 =12, n CH =12. (B) PvTRAP®3G7% —n acute = 31, n 30 =26, n 180 =11, n CH
11. (C) PvCyRPA@28-G307) —n acute =16, n 30 =12, n 180 =5, n CH =7.

3.3. IgG antibodies longevity and seroconversion profile throughout clinical
follow-up

The seroconversion profile, as well as, the longevity of the naturally
acquired antibodies for all peptides were also evaluated. To this, initially,
were selected individuals who had blood samples collected during the
acute malaria and 30 days after treatment.

For PvCelTOS133-G147), of 38 selected individuals, 39% (n=15) had
detected IgG antibodies during the acute phase. Of these, 67% (n=10)
remained positive until day 30 of follow-up. Regarding negative
individuals during the acute phase of infection (n=23), only 7 (30%)
seroconverted until 30 days after treatment (Figure 4A).

Regarding PvIRAP®#4G¥74) 3 similar profile of longevity and
seroconversion was observed. Specifically, of the 19 (n=38) individuals
who had IgG antibodies detected during the acute phase of infection, 79%
(n=15) remained positive for up to 30 days. On the other hand, of
individuals without detectable anti-PvTRAP®344G374) antibodies in the
acute phase of infection, only 36% (n=7) seroconverted until day 30.
Interestingly, for this peptide, the highest RIs were detected at point 30 of
the study (Figure 4B).

Of the 38 individuals, whose antibody profile against the three
selected peptides was evaluated during acute malaria and on the 30th day
of convalescence, the lowest positivity rate was observed for
PvCyRPA@-G307), In this case, only 9 (23%) of the 38 individuals
presented anti-PvCyRPA (1289-G307) [oG in the acute phase of infection, with
4 of them (44%) being negative by the 30th day. Regarding the
seroconversion profile, was observed that of the 29 individuals without
antibodies against PvCyRPA(128-G307) in the acute phase of the disease, only
6 (20%) seroconverted until day 30 (Figure 4C).

Next, we selected 19 individuals who had serum samples collected
during the clinical episode of malaria and >180 days after treatment to
analyze the longevity of antibodies and seroconversion profile against the
proteins of interest. From the data, it was observed that the frequency of
responders in the acute phase of infection was similar for all proteins
(47%, 52%, and 37% for PvCelTOSW33-Gl4), PyTRAP®#-G74)  and
PvCyRPAT89-G307) respectively). However, the highest frequency of
negativity was observed for PvCyRPA™28-6307) (71% or 5/7) followed by
PvCelTOS133-G147) (56% or 5/9) and PvIRAP®3#4-G374) (30% or 3/10). Similar
seroconversion rate was observed for PvCyRPA(T28-G307) (16% or 2/12), and
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PvTRAP®#-G374) (22% or 2/9). The highest frequency of seroconversion
was observed for PvCelTOS1133-G147) (60% or 6/10) (Figure 5).

Finally, we selected 11 individuals with serum samples collected and
analyzed for all peptides in the acute and convalescence of 30 and 180
days (Figure 6). For PvCelTOS(133-G147), from five individuals who were
positive at the acute phase, 60% (n=3) became negative at the end of the
follow-up. Seroconversion was observed in 3 from 6 subjects without
antibodies detectable during acute malaria, 50% (n=3) seroconverted and
40% (n=2) remained stable (Figure 6A).

For PvTRAP®#G3%74) none of the IgG-positive individuals during
acute maldria became negative during follow-up. At the same time, only
one seroconversion was observed during follow-up with Ilater
negativation. The magnitude of antibody response were similar during
the 30 and 180-day convalescence phase (Figure 6B).

Lastly, for PvCyRPA(28-6G307) from the 27% (n=3) of individuals who
were positive at the acute phase, 66% (n=2) became negative at the end of
the follow-up, only 25% (n=2/8) seroconverted (Figure 6C).

B PVTRAP(P344-6G374) C PvCyRPA (T289-G307)
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Figure 4. Dynamics of antibody response during acute and convalescent phase(30
dpi) of vivax malaria for PvCelTOSM33-G147), PyTRAP®#4-G374) and PvCyRPAT2-
G307), The dashed line represents the cut-off that separates responders from non-
responders. Each line with spheres at the ends represents an individual. All
samples were tested in duplicates by ELISA. Statistical significances were tested
the Wilcoxon test (P<0.05). n= 38.
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Figure 5. Dynamics of antibody response during acute and convalescent
phase (180 dpi) of vivax malaria for PvCelTOS1133-G147) PyTRAP®344-G374)
and PvCyRPA(T289-G307), The dashed line represents the cut-off that separates
responders from non-responders. Each line with spheres at the ends represents an
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individual. All samples were tested in duplicates by ELISA. Statistical
significances were tested the Wilcoxon test (P<0.05). n=19.
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Figure 6. Dynamics of antibody response during acute and convalescent phase(30
and 180 dpi) of vivax malaria for PvCelTOS(13-G147), PyTRAP®3#+G74 and
PvCyRPAT2-G37) ) The dashed line represents the cut-off that separates
responders from non-responders. Each line with spheres at the ends represents an
individual. All samples were tested in duplicates by ELISA. Statistical
significances were tested the Wilcoxon test. n=11.

3.4. Correlation with epidemiological and immunological parameters for IgM and
I3G antibodies

We also analyzed the correlation among the patients' IR for both IgM
and IgG, with a number of previous malaria, rate of circulating parasites,
and time of exposure of the individual in an endemic area. As described
below, independently of antigen, the magnitude of antibody response for
IgM or IgG appears to be not influenced by any of parameters analyzed
(Tables 1, 2 and 3).

Table 1. Correlation between the RI of the acute phase of the antigens
PvCelTOS133-G147), - PyTRAP®344-G378) - and PvCyRPA(T28-G307) - with number of
previous malarias. All samples were tested in duplicates. Statistical differences
were calculated using Spearman's correlation for non-parametric data and
Pearson's correlation for parametric data. n=56.

Peptides/Correlations IgG IgM
N o ~olee
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e o

Table 2. Correlation between the RI of the acute phase of the antigens
PvCelTOS33-G147), PyTRAP®344G374), and PvCyRPAT2-G307) with exposure time
(years). All samples were tested in duplicates. Statistical differences were
calculated using Spearman's correlation for non-parametric data and Pearson's
correlation for parametric data. n=56.
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Table 3. Correlation between the RI of the acute phase of the antigens
PvCelTOS(133-G147), PyTRAP®344+G374) and PvCyRPAT8-G37) with parasitemia. All
samples were tested in duplicates. Statistical differences were calculated using
Spearman's correlation for non-parametric data and Pearson's correlation for
parametric data. n=56.

Peptides/Correlations IgG IgM
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4. Discussion

P. vivax is the Plasmodium species with the biggest global
distribution outside Sub-Saharan Africa [34], causing alarming
socioeconomic losses [35,36]. Although the scientific community's interest
in P. vivax infection is currently greater compared to what was seen
decades ago, most malaria studies are still focused on understanding of
falciparum malaria, the most lethal species in the world [37,38]. At least
in part, the current interest of the scientific community in understanding
vivax malaria, until then considered non-lethal, due to the recent
occurrence of the severe cases and deaths associated with the infection,
and the difficulties in controlling P. vivax compared to other species of
human plasmodia [38-40], along with treatment failures observed around
the world [41]. Although the development of an effective vaccine against
P. vivax is considered an important strategy in combating this plasmodia
parasite, the difficulty of its in wvitro culture has been considered an
important obstacle to the advancement of research [42]. Another
important consideration about P. vivax is that just a few studies performed
in countries of the African continent, Thailand and Brazil, address the
half-life of antibodies, an important parameter for choosing vaccine
candidates [43-46]. Therefore, our work aimed to evaluate the antibody
response, at the epitope level, in individuals exposed to malaria infection
during the acute and convalescent phases of P. vivax infection. From our
knowledge, this is the first study where the dynamics of IgM and IgG
antibodies and their subclasses against linear peptides of PvCelTOS®13-
G147, PvTRAP®#4G37) and PvCYRPAT8-G307) were analyzed up to six
months after infection.

IgM is the first antibody to be induced during an infection, being
quickly replaced by IgG after a few weeks during the immunological
memory phase. As it is the antibody responsible for the first contact with
a new pathogen, it does not appear in reinfections with homologue
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parasites and, in this case, the pathogen is then eliminated by IgG
produced by immunological memory cells [47]. Although it has not been
associated with malaria infections for a long time, it has recently gained
attention for showing evidence of its participation in reducing the risk of
clinical disease in children [47-49]. In this study, the vast majority of
participants (around 64%) have already undergone previous malaria but
the primary infections did not impact the IgM response profile. The low
frequencies of responders and low RI for IgM can be explained by a
possible production of long-lasting IgM or even the production of
memory IgM, as suggested in previous studies [50,51]. However, more
studies are necessary to confirm the true role of IgM in individuals with
more than one previous malaria case.

IgG antibody positivity was more significant in exoerythrocytic
phase peptides, with the highest levels being observed for PvTRAP®34-
G374). This high frequency, especially among individuals in the acute phase
(57%), is contrary from the findings of Matos et. al. (2019) who, when
researching anti-PvTRAP®4+G¥74 antibodies in individuals in the acute
phase and residents of an endemic area in Acre, noticed that only 32% of
subjects responded to this peptide, a difference of more than 25%. The
high levels of RI also drew attention in this study; Matos et. al. (2019)
studied the recombinant PvTRAP protein and obtained Rls ranging from
1.0 to 4.2 [23]. Here, we observed RlIs for PvTRAP®344G374) ranging from 1.0
to 6.2. PvTRAP®344-G374) is a peptide derived from the full-length PvTRAP
protein, the high rates of reactivity observed here, in contrast to the
findings of Matos et. al. (2019), can be explained due PvTRAP®3#-G374) is a
fragment of 30 amino acids of an entire protein and therefore, this
fragment may be responsible for concentrating the highest Rls compared
to other peptides derived from the same recombinant protein.

PvCelTOSM33-G14)  did not demonstrate results as significant as
PvTRAP®#-G374) but antibodies against this peptide were also observed.
The results obtained in the study conducted by Rodrigues-da-Silva and
collaborators (2017), showed that 18% of individuals living in an endemic
area for malaria in Amazonas responded to the PvCelTOS recombinant
protein, a frequency considered low. However, when this population was
tested for the peptide PvCelTOS(1133-G147), this frequency increased to 92%.
However, our study shows that 48% of individuals in the acute phase and
52% of CH responded to PvCelTOS133-6147), Regarding the RI, Rodrigues-
da-Silva et.al. (2017), showed rates of responding individuals varying
from 1.0 to approximately 3.5 [24], values close to those found here for
individuals in the acute phase and CH (IR ranging from 1.0 to 2.4 and 2.3,
respectively).

Regarding the IgG subclasses is known that IgGl and IgG3,
considered cytophilic [52], are normally the most abundant in individuals
who have achieved a protective status against the clinical manifestations
of the disease [53,54]. IgG1 is considered the most abundant subclass [55],
being activated by T cells and strongly binding to the Fcy portion,
mediating the activation of phagocytes and complement fixation [56].
Together with IgG3, it is responsible for opsonic phagocytosis, and
neutrophil-mediated death, inducing protection against clinical disease
[57]. IgG3 also stands out for its high affinity for the Fcy receptor, even
greater than that of IgG1, on the surface of monocytes [58], on the other
hand, its affinity for antigens is low [59]. In addition, it has a short half-
life of approximately 7 days, compared to the other subclasses [60].
Besides, it has been suggested that IgG2, a non-cytophilic antibody, may
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act as a protective antibody in in vitro functional invasion assays [61,62].
In this study, when the data on IgG subclasses were compared with the
data from Matos et. al. (2019) was noticed differences between the
responses profile of the recombinant protein PvTRAP and the peptide
PvTRAP®#-G74) - Although Matos et. al. (2019), as well as in this study,
also present IgG1 as the subclass with the highest response, the frequency
of individuals responding to the recombinant protein in the acute phase
of the disease (68%) was significantly higher than the percentage seen here
for PvTRAP®3#-G374) (13%) (MATOS et. al., 2019). However, in the acute
phase for PVTRAP®344G374) Jo(G3 was the most predominant subclass, with
32% of positive responders. A similar profile of P"TRAP comparisons was
observed for PvCelTOS113-G147) when compared with the recombinant
protein PvCelTOS. While the recombinant protein showed 66% of
responders to IgGl in its population, the peptide represented here
showed 11% of responders in the acute phase and 25% of responders in
the CH group [24]. The greater response of IgG1 to IgG3 in some peptides
can be explained by the longer lifetime that IgG1 has about IgG3.

The most used method to evaluate naturally acquired or vaccine-
induced immunity is to measure the level of antibody response of the
individual naturally exposed to the infection or who has malaria at the
beginning of the infection and during a segment period, through which
various responses against malaria antigens were observed and associated
with protection [63-65]. However, few studies around the world have
investigated through long clinical follow-up, the naturally acquired
immune responses using peptides from vaccine candidates proteins. In
Brazil, for example, just one study developed by our group demonstrates
that naturally acquired antibodies, as well as specific-antigen MBCs, can
be detectable until at least six months after malaria clinical episode in rural
Amazonians exposed to low levels of vivax malaria transmission [43].
Similar results were obtained in this study by analysis of half-life and
seroconversion of IgG antibody recognizing PvCelTOS1133-G147),
PvTRAP®3#4-G74) and PvCyRPAT89-G37) during the follow-up of 30 and
>180 days. For the PvTRAP®#-G74) peptide, we observed that in the
segment from DO to D30 we obtained 36% of seroconversion and from D0
to D180 22%. During a study with recombinant PvTRAP, Kosuwin et. al.
(2018) analyzed the IgG antibody profile in 22 patients on days 0, 7, and
21 after infection. It was observed that since on day 0 six patients had
antibodies against domain II of PvTRAP and 12 had antibodies to domain
IV, on D7 there was 50% seroconversion to domain Il and 62.5% to domain
IV, on D21 6 of the 14 individuals who were negative on DO became
positive on domain II while all individuals who were negative on domain
IV became positive [66]. Despite this, we can highlight that regardless of
seroconversion rates, the antibodies response remain stable up to 180 days
after infection.

Among the peptides analyzed here, PvCyRPA129-G307) showed the
lowest frequencies, which isn’t a surprise since Frang¢a and collaborators
(2017), in the study in which they identified recombinant P. vivax proteins
for the development of vaccines, showed that PvCyRPA, despite the low
frequencies of antibodies, were capable of inducing protection [15, 67].
The response pattern to this antigen observed here is similar to that seen
in the aforementioned study. The population studied here was also
analyzed in the study conducted by Soares and collaborators (2019),
where they also followed this population at days 0, 60, and 180 after the
infection as well as the population of exposed individuals to investigate
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the antibody response against two peptides from P. vivax erythrocytic
phase: PVAMA-16290-K307) and PvMSP9(E795-4808), The authors observed that:
for both PvAMA-1(5290-K307) and PvMSP9E75-4808) the highest frequency of
responders was observed 180 days after the infection, but the highest RI
was observed in the acute phase [43]. In this study, although the analysis
was also in the same population studied by Soares and collaborators
(2019), when we compared the erythrocytic phase proteins presented in
the mentioned study and PvCyRPA(2-G307), also from the erythrocytic
phase, we did not notice the same pattern. PvCyRPA(T289-G307) here presents
the highest frequency in the acute phase and the highest reactivity index
on D30, in addition, the exposed group here called cohabitants presented
higher IRs than those seen on D30, something that was not seen in the
mentioned study. Soares and collaborators (2019) also analyzed the
segment on day 0 and day 30 to observe the longevity of the antibody
response to the two peptides. 25% seroconversion to PvAMA-1(5290-K307)
and 40% seroconversion to PvMSP9(E75-4808) were observed with no
significant change being observed, which proves the longevity of IgG 180
after infection [43].

Calculating the correlations between immune response and
epidemiological parameters is important to assess whether these factors
can influence the dynamics of the disease in the populations studied and
how this influence occurs. Here, no correlations were observed between
the response to the evaluated peptides and the parameters as parasitemia,
exposure time in endemic areas, and number of previous malaria.
Rodrigues-da-Silva and collaborators (2017) in their study, already
mentioned here, with the recombinant protein PvCelTOS, observed a
positive correlation with the number of previous malaria (r= 0.227; p=
0.047), here we also observed a positive correlation for this same
parameter when we compare the PvCelTOS(133-G147) fragment (r= 0.1416;
p=0.3317) [24]. For Matos and collaborators (2019), also mentioned here,
no correlation was seen between the number of previous malaria cases
and the response against the recombinant protein PvTRAP (r= 0.013; p=
0.0832), for the exposure time parameter, a positive correlation was
observed (r=0.194; p=0.001) [23].

The great part of the differences presented here in comparison with
the data present in the literature can be explained by the differences
between peptide and recombinant protein, like the low availability of
epitopes present in the peptides for immunological recognition [68]. The
differences observed between peptides of the same phase of the cycle may
be explained by the different localizations of the proteins in the parasite,
PvAMA and PvMSP9 are surface proteins while PvCyRPA is a
microneme protein. Furthermore, differences in study areas, population
size, collection dates, and follow-up periods must also be taken into
account. It is worth highlighting that data on population segments are
rare, mainly in Brazil, and the data presented here for the convalescent
phases of the disease related to the peptides PvIRAP(P34G74),
PvCelTOS133-G147) and PvCyRPA(T28-G307) are novelty and can help to
understand the dynamics of production and maintenance of antibody to
this proteins by individuals living in the endemic area.

5. Conclusions

Overall, the data presented shows that all peptides studied were
recognized specially by IgG antibody, which remained stable throughout
6 months of follow-up same in the absence of reinfection. Regarding
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subclasses, IgG2, together with IgG3, was the most prevalent for all
proteins, but its role in the protection need to be better investigated.
Peptides can be, in the future, an alternative strategy to polypeptidic
vaccine formulation.
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Appendix A

Table Al: Patient’s profile. Data for continuous variables are reported as
medians and interquartile ranges and compared with Kruskal-Wallis (three
groups) or Mann- Whitney tests (two groups). Absolute number and proportion
of males is compared with a chi-squared test.

Characteristics NEC (n =20) CH (n = 23) AC (n =56) p-value
Age (y), median (IQR) 26,5 (23.0-31.0) 40.0 (23.0-60.0)  34.5 (7.0-64.0) .002
Number (%) of males 2 (10%) 14 (60,87%) 41 (73,22%) <.0001
Years of exposure to malaria NA 35.4 (8.0-60.0)  29.5(7.0-60.0) .021
Number of previous laboratory- NA 21(34) 3.8 (5.4) 0.31
confirmed malaria episodes, mean (SD)
i i i 11.5 (0-20. 7
Time from least malaria episode, NA 6 (0-30.0) 1.5 (0-20.0) 0.74

median (IQR)
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Figure A2: RI of primary infected individuals and more than 1 previous
malaria individuals for PvCelTOS1133-G147)  PyTRAP®344-G374)  and
PvCyRPA@28-G37) in the acute phase of P. vivax for IgM. The dashed line
represents the cut-off that separates responders from non-responders. The
horizontal line in the scatter plots represents the median RI value. Each
sample was tested in duplicate by ELISA. Statistical significance of the RI
observed at different points for each antigen was assessed using the
Kruskal Wallis test with Mann-Whitney post-test for multiple
comparisons (p<0.05). The bars represent statistical differences between
the groups. Ac: n=56.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, podemos observar o destaque que PVTRAPP344-G374)

obteve em relagao aos
outros peptideos, apresentando as maiores porcentagens e indices de reatividade, bem como a
melhor estabilidade durante o segmento. PvCyRPA(29-6307) " o {inico peptideo de fase
eritrocitica aqui analisado, apresentou baixas porcentagens ¢ as menores quando comparado
com os peptideos de fase exoeritrociticos, porém ja foi relatado em outro estudo um bom
desempenho da proteina recombinante PvCyRPA em baixas porcentagens.

Em relagdo as subclasses de IgG, as altas porcentagens de IgG2 foram uma surpresa
especialmente por essa ser uma subclasse nao citofilica e que geralmente indica a troca entre
IgG1 e IgG3, porém também foram vistos bons niveis das subclasses citofilicas. Esse aumento
da IgG2 pode ser explicado devido a natureza do antigeno, por ser apenas um fragmento de
uma proteina inteira este pode estar contendo os altos niveis de IgG2, porém mais estudos sdo
necessarios para a confirmagao dessa hipotese.

Ja para IgM, apesar de estudos recentes apontarem uma possivel contribuicao dele na
aquisicdo da imunidade clinica, o que vimos aqui condiz com a natureza do anticorpo,
apresentado no inicio da infec¢do e com uma meia vida curta.

Apesar dos resultados promissores, este estudo apresentou algumas limitacdes, como a
perda de pacientes ao longo do segmento e a impossibilidade de confirmar a ndo exposi¢ao ao
parasito entre os segmentos, ou seja, auséncia de novas picadas. O acompanhamento da resposta
imune em individuos naturalmente expostos ¢ importante para a identificacdo de possiveis
candidatos vacinais bem como o entendimento do funcionamento da imunidade naturalmente
adquirida nessas populacdes, sendo assim, mais estudos sdo necessarios para reafirmar a
manutenc¢do da resposta contra esses peptideos a longo prazo em mais populagdes naturalmente

expostas.
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