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FERREIRA MARQUES, Rodolfo. Caracterização imunológica da formulação 

vacinal baseada em VLP (Virus Like Particle) da Proteína Circumsporozoíta de 

Plasmodium vivax. 104 páginas. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências 

farmacêuticas, Universidade de São Paulo. 

 

Resumo 
O Plasmodium vivax é a espécie mais comum de parasita causador da 

malária humana encontrada fora da África, com maior endemicidade na Ásia, 
América Central e do Sul e Oceania. Embora o Plasmodium falciparum cause a 
maioria do número de mortes, o P. vivax pode levar à malária grave e resultar em 
morbimortalidade significativa. O desenvolvimento de uma vacina protetora será um 
passo importante para a eliminação da malária. Recentemente, uma formulação 
contendo as três variantes alélicas da proteína circumsporozoíta de P. vivax (PvCSP 
– All epitopes) induziu proteção parcial em camundongos após desafio com 
esporozoíto híbrido Plasmodium berghei (Pb), no qual as repetições centrais do 
PbCSP foram substituídas por repetições PvCSP-VK210 (esporozoítos Pb/Pv). No 
presente estudo, a proteína quimérica PvCSP contendo as variantes alélicas 
(VK210, VK247 e P. vivax-like) fusionadas com a proteína de nucleocapsídeo do 
vírus da caxumba (formando partículas semelhantes a nucleocapsídeos ou do 
inglês, NLP – Núcleo Like Particles) na ausência (NLP-CSPR) ou na presença do 
domínio C-terminal (CT) conservado da PvCSP (NLP-CSPCT). Para a realização do 
estudo selecionamos os adjuvantes Poly (I:C), um RNA sintético de dupla fita, 
agonista do receptor Toll do tipo 3 (TLR3) ou o adjuvante Montanide ISA 720, uma 
emulação óleo em agua. Para obter uma forte resposta imune, a levedura Pichia 
pastoris foi usada para expressar as proteínas recombinantes na forma de NLPs. 
Camundongos foram imunizados com cada uma das proteínas recombinantes em 
combinação com os adjuvantes citados. Embora ambas as NLPs tenham sido 
capazes de gerar uma forte resposta imune, com altos níveis de títulos e 
longevidade, apenas a formulação contendo a proteína NLP-CSPCT na presença do 
adjuvante Poly (I:C) foi selecionada para ser explorada em experimentos futuros.  
Esta proteína em combinação com o adjuvante Poly (I:C) induziu alta frequência de 
células secretoras de anticorpos específicas para o antígeno homólogo nos dias 5 e 
30, no baço e na medula óssea, respectivamente. Altos títulos de IgG contra as 3 
variantes de PvCSP foram detectados nos soros. Posteriormente camundongos 
imunizados com NLP-CSPCT foram desafiados com esporozoítos Pb/Pv e a 
parasitemia no 5º dia demonstrou proteção estéril em 30% dos camundongos 
desafiados. 

Portanto, a formulação vacinal gerada neste estudo tem potencial para ser 
explorada no desenvolvimento de uma vacina universal contra a malária causada 
por P. vivax. 

 

Palavras-chave: Vacina para malária, Plasmodium vivax, proteína circumsporozoíta, 

nucleocapsídeo de caxumba. 
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University of São Paulo. 

 
Abstract 

Plasmodium vivax is the most common species of human malaria parasite 
found outside Africa, with high endemicity in Asia, Central and South America, and 
Oceania. Although Plasmodium falciparum causes the majority of deaths, P. vivax 
can lead to severe malaria and result in significant morbidity and mortality. The 
development of a protective vaccine will be a major step toward malaria elimination. 
Recently, a formulation containing the three allelic variants of the P. vivax 
circumsporozoite protein (PvCSP—All epitopes) showed partial protection in mice 
after a challenge with the hybrid Plasmodium berghei (Pb) sporozoite, in which the 
PbCSP central repeats were replaced by the VK210 PvCSP repeats (Pb/Pv 
sporozoite). In the present study, the chimeric PvCSP allelic variants (VK210, VK247, 
and P. vivax-like) were fused with the mumps virus nucleocapsid protein (assembling 
into nucleo like particles - NLP) in the absence (NLP-CSPR) or presence of the 
conserved C-terminal (CT) domain of PvCSP (NLP-CSPCT). To carry out the study, 
we selected the adjuvants Poly (I:C), a synthetic double-stranded RNA, Toll-like 
receptor 3 (TLR3) agonist or Montanide ISA 720 adjuvant, an oil-water emulation. To 
elicit stronger immune response, Pichia pastoris yeast was used to produce the 
NLPs. Mice were immunized with each recombinant protein in combination with 
above. Although both NLPs were able to generate stronger immune response, with 
high antibodies titer levels and longevity, formulation containing NLP-CSPCT in the 
presence of Poly (I:C) was selected to be explored in future experiments. NLP-CSPCT 
with Poly (I:C) adjuvant presented a high frequency of antigen-specific antibody-
secreting cells (ASCs) on days 5 and 30, respectively, in the spleen and bone 
marrow. Moreover, high IgG titers against all PvCSP variants were detected in the 
sera. Later, immunized mice with NLP-CSPCT were challenged with Pb/Pv 
sporozoites. Sterile protection was observed in 30% of the challenged mice.  

Therefore, this vaccine formulation use has the potential to be a good 
candidate for the development of a universal vaccine against P. vivax malaria.  
 

Keywords: malaria vaccine, Plasmodium vivax, circumsporozoite protein, mumps 

nuclecapsid. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Malária no Brasil e no Mundo 

A malária é um grave problema de saúde pública e indiscutivelmente a doença 

parasitária tropical mais devastadora do mundo. Estima-se que 3,3 bilhões de pessoas 

vivam em áreas de risco (WHO, 2019). 

Em 2019 mais de 405 mil pessoas vieram a óbito, destas, 272 mil foram crianças, 

tonando-se assim, a doença que mais mata crianças com idade inferior a 5 anos (WHO, 

2019). A malária corresponde à quinta causa de morte por doença infecciosa no mundo e 

a segunda na África (CRAWLEY; CHU; MTOVE; NOSTEN, 2010; WHO, 2019). A maioria 

dos casos desse número alarmante (228 milhões de casos no ano de 2018), concentra-

se na África Tropical, e os demais se distribuem nas Américas Central e Sul, Sudoeste da 

Ásia e ilhas da Oceania, como apresentado na figura 1 (MER; DUNSER; GIERA; 

DONDORP, 2020; WHO, 2019). 

Os agentes etiológicos da malária humana são parasitos que pertencem ao filo 

Apicomplexa, gênero Plasmodium: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 

Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e os mais recentemente classificados como 

agentes etiológicos humanos, embora ainda sendo considerados como causadores 

de zoonoses estão: Plasmodium knowlesi (KANTELE; JOKIRANTA, 2011), 

Plasmodium simium (BRASIL; ZALIS; DE PINA-COSTA; SIQUEIRA et al., 2017) e 

Plasmodium cynomolgi (TA; HISAM; LANZA; JIRAM et al., 2014). 
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Figura 1. Mapa das regiões de risco para malária no mundo. Adaptado de (MER; 
DUNSER; GIERA; DONDORP, 2020) 
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De acordo com o World Malaria Report (WHO, 2019), no ano de 2018 no mundo, 

foram notificados mais de 7,5 milhões de casos de malária causada por P. vivax, sendo 

considerada a espécie de maior distribuição geográfica. Nas Américas, a grande maioria 

dos casos (74,1%) são atribuídos a malária vivax, sendo este, o parasita de maior 

predominância no continente, em comparação aos demais. O Brasil foi responsável por 

aproximadamente 23% dos casos (aproximadamente 155 mil), ficando apenas abaixo da 

Venezuela, responsável por 51% dos casos (WHO, 2019). Hoje, no Brasil, o P. vivax é a 

principal espécie causadora de malária (Figura 2), contribuindo com aproximadamente 

85% dos casos registrados no país (SVS-MS, 2020). A infecção atinge principalmente as 

populações da bacia Amazônica e viajantes (OLIVEIRA-FERREIRA; LACERDA; BRASIL; 

LADISLAU et al., 2010). Apesar da grande maioria dos casos de malária ocorridos 

anualmente no Brasil (cerca de 99%) serem localizados na região da Amazônia, 

outras áreas do país possuem condições favoráveis para a disseminação e 

prevalência da doença, como por exemplo, a presença do mosquito vetor, turistas 

infectados transitando, entre outras (MARINHO; SALLUM; ROSA-FREITAS; 

LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2018). 

 

Figura 2. Distribuição da malária na América do Sul. Adaptado de: WHO, 2019 
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1.2. Ciclo do parasito 

Como mencionado acima, a malária humana pode ser causada por 7 

diferentes agentes etiológicos. Durante o repasto sanguíneo ocorre a inoculação do 

parasito na derme, sob a forma de esporozoítos, pelo mosquito fêmea do gênero 

Anopheles sp. Os esporozoítos são formas móveis do parasito cuja motilidade, que está 

relacionada à reorientação de proteínas em sua superfície, é necessária para invasão dos 

capilares dérmicos, ganhando a corrente sanguínea até atingir as células hepáticas 

(MENARD, 2001). Embora não havendo evidencias em humanos, estudos em modelos 

murinos utilizando esporozoítos de Plasmodium berghei e Plasmodium yoelii mostram 

que os mesmos podem realizar esquizogonia exoeritrocítica completa, não apenas dentro 

dos hepatócitos, mas também dentro das células da pele. No entanto, embora os 

merozoítos infecciosos de P. berghei liberados possam ocasionalmente invadir eritrócitos 

no camundongo, os merozoítos derivados da pele não contribuem significativamente para 

a infecção eritrocitária em condições normais. (GUEIRARD; TAVARES; THIBERGE; 

BERNEX et al., 2010). Cerca de 30% dos esporozoítos  têm sucesso no processo de 

invasão (AMINO; THIBERGE; MARTIN; CELLI et al., 2006; KRETTLI; DANTAS, 2000), já 

os demais (70%), são capturados por fagócitos residentes nos tecidos, células 

apresentadoras de antígenos ou alvos de mastócitos, linfócitos T, células linfóides inatas 

e anticorpos (DAILY, 2018). 

 Ao chegar no fígado, após o reconhecimento de receptores de superfície, os 

esporozoítos infectam os hepatócitos (SIDJANSKI; VANDERBERG, 1997). O mecanismo 

exato envolvido no tráfego dos esporozoítos até alcançarem os hepatócitos ainda é 

impreciso, todavia sabe-se que a passagem dos parasitos por várias destas células antes 

da invasão parece ser essencial para o ciclo de vida do parasito (COPPI; TEWARI; 

BISHOP; BENNETT et al., 2007; GUEIRARD; TAVARES; THIBERGE; BERNEX et al., 

2010; SILVIE; FRANETICH; BOUCHEIX; RUBINSTEIN et al., 2007). Uma vez no interior 

dos hepatócitos, ocorre a diferenciação dos esporozoítos em trofozoítos, que se 

multiplicam por esquizogonia, originando esquizontes teciduais (SHORTT; GARNHAM, 

1948; TARUN; BAER; DUMPIT; GRAY et al., 2006). Esta fase do ciclo é denominada 

pré-eritrocítica ou tecidual. Nesta fase, existe uma particularidade nos ciclos de vida 

do P. vivax e P. ovale, que é a formação de formas latentes (hipnozoítos), capazes 

de permanecer no interior dos hepatócitos por longos períodos de tempo e ocasionar 

1 ou mais recaídas da doença, meses após o contágio (COGSWELL, 1992). 
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Os merozoítos são liberados em vesículas denominadas merossomos que 

transportam centenas de merozoítos para a corrente sanguínea e ao mesmo tempo são 

capazes de protegê-los do ataque das células de Kuppfer do fígado (STURM; AMINO; 

VAN DE SAND; REGEN et al., 2006). Após evasão dos hepatócitos, tem início a fase 

eritrocítica de vida do parasito, que é marcada pela invasão das hemácias pelos 

merozoítos. Este estágio do ciclo de P. vivax se diferencia do P. falciparum, uma vez 

que este invade tanto as células maduras como as jovens, já o P. vivax infecta 

restritamente as hemácias jovens, chamadas de reticulócitos. Muito provavelmente 

estas diferenças, apesar de não elucidadas completamente, estão relacionadas a 

interações de ligantes-receptores (MOON; SHARAF; HASTINGS; HO et al., 2016). 

No interior dos eritrócitos o parasito se multiplica, também por esquizogonia, 

acarretando na formação de novos merozoítos, que por sua vez irão causar a lise da 

célula hospedeira e posteriormente irão invadir novas células sanguíneas, processo esse 

que se repete ininterruptamente. É durante esta etapa do ciclo que ocorre o 

aparecimento dos sintomas. Dentre todos, o mais clássico é o paroxismo febril, que 

são marcados por períodos de frio, calor e suor. Outros sintomas são: o aumento de 

temperatura corporal, seguidos por calafrios, cefaleia, náuseas e vômitos, fraqueza e 

cansaço constantes, e icterícia em alguns casos (ASHLEY; PYAE PHYO; 

WOODROW, 2018).  

 Ocasionalmente, alguns trofozoítos diferenciam-se em gametócitos (feminino e 

masculino) que é o estágio sexuado do parasito, onde nesta etapa, necessitam de um 

hospedeiro invertebrado para darem sequência ao seu desenvolvimento, uma vez que 

estes não sofrem divisão. Quando um mosquito Anopheles sp se alimenta do sangue 

de indivíduos infectados, no intestino, irá ocorrer a fecundação de gametócitos 

(macrogameta e microgameta) evoluindo para a forma de zigoto, em seguida oocineto e 

oocisto, para que ao final do processo, sejam originados os esporozoítos, estes 

permanecem armazenados nas glândulas salivares do vetor até sua próxima 

hematofagia, momento no qual estas formas do parasito são transferidas para a derme 

de um novo hospedeiro vertebrado, infectando-o (SIMONETTI, 1996). 

No passado, a malária era conhecida como febre terçã ou quartã, dependendo da 

espécie do parasito. Isso se referia à forma em que a febre se apresentava nos pacientes 

depois de aproximadamente 15 dias da infecção inicial: no caso da terçã, a febre 

acontecia a cada 48 horas (P. vivax, P. falciparum e P. ovale), já a quartã, a cada 72 
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horas (P. malariae). Ainda sobre a febre terçã, casos de malária causados por P. vivax 

eram chamados de febre terçã “benigna” enquanto que para P. falciparum era atribuído o 

nome de febre terçã “maligna” (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). Todavia, 

com o aprofundamento dos estudos da fisiopatologia da doença, este tipo de 

nomenclatura entrou em desuso, isto porque evidenciou-se que a malária vivax também 

pode causar complicações aos indivíduos acometidos por ela (COELHO; LOPES; 

PIMENTEL; NOGUEIRA et al., 2013). As principais complicações da malária vivax são a 

anemia e a trombocitopenia, associados a outros distúrbios hematológicos. A primeira é 

resultado da remoção de glóbulos vermelhos não infectados, um mecanismo 

particularmente importante na malária vivax aguda, já que os glóbulos vermelhos 

infectados com P. vivax são minimamente aderentes (DOUGLAS; ANSTEY; BUFFET; 

POESPOPRODJO et al., 2012). Já a segunda, é resultado da combinação de distúrbios 

na coagulação, da esplenomegalia, e de alterações na medula óssea (COELHO; LOPES; 

PIMENTEL; NOGUEIRA et al., 2013), que tornam as plaquetas mais susceptíveis à ação 

de macrófagos. Estes fatores mostram que a malária vivax não só não deve ser mais 

descrita como benigna, como não deve mais ser negligenciada (PHILLIPS; BURROWS; 

MANYANDO; VAN HUIJSDUIJNEN et al., 2017).  

A figura 3 resume o ciclo do P. vivax tanto no hospedeiro vertebrado quanto no 

invertebrado. 

 

 

Figura 3. Ciclo do Plasmodium spp. O ciclo destaca a fase latente do P. vivax e a invasão 

exclusivamente realizada em reticulócitos. Adaptado de Medicines for Malaria Venture. Disponível 
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em: https://www.mmv.org/newsroom/press-releases/one-step-closer-blocking-transmission-malaria. 

Acesso em 01 de maio de 2020. 

1.3. Medidas de controle e prevenção 

Levando em conta a complexidade do ciclo do parasito e o expressivo número 

de casos reportados anualmente em todo o mundo, é de extrema importância o 

desenvolvimento de estratégia eficazes no diagnóstico, controle e prevenção da 

doença (GACHELIN; GARNER; FERRONI; VERHAVE et al., 2018). 

As principais vias de controle da doença, baseiam-se em três frentes: I) 

diagnóstico precoce, II) tratamento da doença após manifestação dos sintomas e III) 

prevenção.  

Dentre as estratégias de diagnóstico, o exame microscópico do sangue é 

considerado o padrão ouro, podendo ser feito através de esfregaço delgado ou gota 

espessa. Apesar de ainda ser a técnica mais confiável para diagnosticar a malária, é 

trabalhosa, contando com técnicos altamente treinados e usando microscópios para 

analisar as amostras. Como limitação desta técnica, podemos destacar o tempo 

levado para realizar a técnica, variabilidade na qualidade da leitura (definição de 

carga parasitária e diferenciação de espécies), dificuldade de utilização em 

ambientes com poucos recursos e a impossibilidade de detecção de resistência a 

medicamentos (GARCIA, 2010; TANGPUKDEE; DUANGDEE; WILAIRATANA; 

KRUDSOOD, 2009).  

Infecções assintomáticas ou sub-microscópicas (ou seja, de baixa detecção 

pelo método de esfregaço sanguíneo ou gota espessa) são muito comuns, além de 

que, a maioria, senão todas essas infecções, produz gametócitos e provavelmente 

contribuem substancialmente para manter a transmissão por P. vivax (MUELLER; 

SHAKRI; CHITNIS, 2015).  

Como mencionado anteriormente, é muito comum que pacientes infectados 

apresentem recaídas das doença, sendo estas atribuídas a presença dos 

hipnozoítos e que podem contribuir com até 80% de todas as infecções no estágio 

sanguíneo e, se não for tratado adequadamente, pode causar novas infecções, 

meses e até mesmo anos após a infecção primária (BETUELA; ROSANAS-

URGELL; KINIBORO; STANISIC et al., 2012; WHITE, 2011). Além de que, como 

não existem testes de diagnóstico que possam detectar a presença de hipnozoítos, 

portadores indetectáveis são uma importante e potencial fonte de reintrodução de P. 

vivax (BETUELA; ROSANAS-URGELL; KINIBORO; STANISIC et al., 2012; WHITE, 
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2011). Outro fator ligado a presença de hipnozoítos, é que com as recaídas, torna-se 

também difícil a erradicação da doença, uma vez que o indivíduo se torna um 

reservatório do parasita permitindo a reintrodução em áreas susceptíveis (WELLS; 

BURROWS; BAIRD, 2010).  

Portanto, uma alternativa para se realizar o diagnóstico em locais com poucos 

recursos, é o teste rápido para detecção de antígenos do parasito. Estes, todavia, 

não podem ser usados para controle de cura, devido à possível persistência de 

partes do parasito (MOODY, 2002). Técnicas alternativas como a reação da 

polimerase em cadeia ou PCR (do inglês “Polymerase Chain Reaction”), apesar de 

apresentarem  alta sensibilidade na diferenciação das espécies, são caras, pois 

exigem equipamentos e reagentes específicos (BERZOSA; DE LUCIO; ROMAY-

BARJA; HERRADOR et al., 2018). Sendo assim, novos e aprimorados testes de 

diagnósticos são essenciais para o controle eficaz da malária, bem como para a 

identificação de resistência a medicamentos (MOODY, 2002). 

No que tange aos tratamentos, são administrados quimioterápicos 

antimaláricos por um período que varia de 3 a 14 dias. Os antimaláricos visam 

interromper principalmente a esquizogonia sanguínea, responsável tanto pela patogenia 

quanto pelas manifestações clínicas da malária. Particularmente para P. vivax, o 

tratamento também tem como objetivo impedir as recaídas associadas aos hipnozoítos 

(TSE; KORSIK; TODD, 2019). Existirem também antimaláricos com atividade 

gametocítica, ou seja, que agem sobre os gametócitos gerados na fase sanguínea (TSE; 

KORSIK; TODD, 2019). 

Um fator complicador a ser considerado no tratamento P. vivax, é a 

necessidade da utilização do fármaco primaquina, que visa a destruição da forma 

latente do parasito. Entretanto, parte da população possui deficiência na produção 

de uma enzima hepática chamada de G6PD (Glucose-6-fosfato dehidrogenase), 

sendo impossibilitada de utilizar este fármaco (HILL; BAIRD; PARISE; LEWIS et al., 

2006; PETERS; VAN NOORDEN, 2009). Alternativamente, a utilização do fármaco 

tafenoquina vem sendo revolucionária, já que com uma única dose, é capaz de eliminar o 

parasito e prevenir recaídas. Assim, torna-se uma alternativa ao tratamento padrão 

com primaquina, que possui tempo de tratamento mais longo, uma vez que a falta 

de adesão do paciente é uma das causas de recaída da doença. Apesar da clara 

vantagem deste novo fármaco, o mesmo também é restrito a indivíduos que 
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possuem deficiência de G6PD (LLANOS-CUENTAS; LACERDA; HIEN; VELEZ et al., 

2019). 

No que se refere a terapias profiláticas, medicamentos como a mefloquina e a 

atovaquona-proguanil, são indicados tanto para mulheres em gestação quanto para 

viajantes que irão para áreas endêmicas, todavia estes medicamentos possuem 

altos custos e a aderência ao tratamento vai decaindo ao longo do tempo 

(GONZALEZ; PONS-DURAN; PIQUERAS; APONTE et al., 2018; MELTZER; 

RAHAV; SCHWARTZ, 2018; TICKELL-PAINTER; MAAYAN; SAUNDERS; PACE et 

al., 2017).  

Vale destacar que há diversos relatos sobre o aumento da resistência aos 

principais fármacos utilizados no tratamento da malária, tanto para malária 

falciparum quanto malária vivax (PEPLOW, 2016). Fato este que contribui de 

maneira relevante para a reemergência de casos em locais considerados 

erradicados ou controlados (ANTHONY; BURROWS; DUPARC; MOEHRLE et al., 

2012; PHILLIPS; LOTHARIUS; MARSH; WHITE et al., 2015; ROCAMORA; ZHU; 

LIONG; DONDORP et al., 2018; SIRAWARAPORN; SATHITKUL; 

SIRAWARAPORN; YUTHAVONG et al., 1997). Estes fatores estimulam ainda mais 

a busca de novos fármacos, como, por exemplo, a marinoquinolina, que vem se 

destacando em testes preliminares in vitro e modelos animais, contra P. faciparum, 

por conseguir eliminar cepas resistentes aos fármacos mais convencionalmente 

utilizados (AGUIAR; PANCIERA; SIMAO DOS SANTOS; SINGH et al., 2018).   

No que tange as estratégias de prevenção, podemos destacar o controle do vetor 

transmissor. As principais ações de combate ao vetor, adotadas em pequena e média 

escala, são através de instalação de telas de proteção nas residências, mosquiteiros 

impregnados com inseticidas e a pulverização de inseticidas. Estas estratégias 

impactam significativamente na diminuição da transmissão (SNOW et al., 1999; 

FOSTER; PHILLIPS, 1997). Como em qualquer estratégia utilizada, também existem 

desvantagens, e a principal é o crescente número de relatos de resistência dos 

mosquitos aos inseticidas utilizados (BUTLER, 2011; DIJANIC; NICKERSON; 

SHAKYA; DIJANIC et al., 2018).  

Uma estratégia que vem ganhando notoriedade é o emprego de mosquitos 

machos geneticamente modificados, que ao se acasalarem com as fêmeas, 

impedem a produção do cromossomo X e a consequente reprodução de novos 
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mosquitos fêmeas (GALIZI; DOYLE; MENICHELLI; BERNARDINI et al., 2014). 

Entretanto, o impacto desconhecido da inserção de animais geneticamente 

modificados no meio ambiente é uma questão ainda em discussão (BILGO; 

LOVETT; FANG; BENDE et al., 2017). 

Dentre todas as estratégias de prevenção, a que possui melhor custo-

benefício, podendo também ser a de melhor eficácia, é a vacinação, uma vez que 

ajudaria não somente a driblar a questão de adesão e toxicidade dos fármacos 

utilizados no tratamento, como também o aumento da resistência dos vetores aos 

inseticidas (GREENWOOD, 2005; MAL, 2011). 

 

1.4. Considerações sobre as estratégias de desenvolvimento de vacinas contra 

Malária 

A vacinação, até o presente momento, é um dos métodos que possui maior 

impacto para redução da morbidade/mortalidade e aumento da qualidade de vida para 

seres humanos (POLAND; OVSYANNIKOVA; KENNEDY, 2018).  

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de uma resposta imune protetora 

contra a malária são altamente complexos, com diversas lacunas e com alta variabilidade 

da resposta no homem, além da grande diversidade de antígenos do parasito. Porém, ao 

longo dos anos, diversos trabalhos sugerem que a indução de uma imunidade protetora 

contra a malária é um objetivo palpável (COELHO; DORITCHAMOU; ZAIDI; DUFFY, 

2017). Contribuem para essa hipótese o desenvolvimento de proteção através da 

inoculação de esporozoítos irradiados em camundongos (NUSSENZWEIG; 

VANDERBERG; MOST; ORTON, 1967), em primatas não humanos (COLLINS; 

NUSSENZWEIG; BALLOU; RUEBUSH et al., 1989) e em humanos (CLYDE, 1990; 

EPSTEIN; TEWARI; LYKE; SIM et al., 2011; RIECKMANN; BEAUDOIN; CASSELLS; 

SELL, 1979); já o desenvolvimento de uma imunidade naturalmente adquirida é 

altamente variável, onde pode ser necessário múltiplas e/ou contínuas exposições ao 

parasito, sendo que esta proteção é cepa-específica, que pode ser de longa ou curta 

duração, (DOOLAN; DOBANO; BAIRD, 2009; MUELLER; GALINSKI; TSUBOI; 

AREVALO-HERRERA et al., 2013); também foi constatado proteção de indivíduos 

através de transferência passiva de anticorpos de pessoas consideradas imunes para 

indivíduos não imunes (SABCHAREON; BURNOUF; OUATTARA; ATTANATH et al., 

1991). 
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Umas das questões mais relevantes, se não a mais, no desenvolvimento de uma 

vacina com potencial esterilizante, é a escolha do(s) melhor(es) antígeno(s). A 

problemática se dá devido ao ciclo do parasito ser bastante complexo, sendo dividido em 

basicamente 3 fases, como descrito no item acima, onde, durante cada etapa do ciclo, 

são expressos inúmeros genes diferentes, que são traduzidos em diversas proteínas, 

onde parte destas pode possuir potencial como antígeno vacinal (HERRERA; 

CORRADIN; AREVALO-HERRERA, 2007). 

Com base nestas afirmativas, infere-se que o reconhecimento de um único 

imunógeno possa ser insuficiente para a obtenção de uma vacina eficaz, fato que 

estimula a obtenção de formulações compostas por múltiplos antígenos provenientes de 

múltiplos estágios, potencializando a reposta imune contra o parasito, gerando uma gama 

maior de anticorpos, células efetoras e citocinas (FERRARO; TALBOTT; 

BALAKRISHNAN; CISPER et al., 2013; GOOD; DOOLAN, 2010).  

 

1.5. Utilização da Proteína Circumsporozoíta como antígeno vacinal. 

 A Proteína Circumsporozoíta (CSP, do inglês Circumsporozoite Protein) recobre a 

superfície dos esporozoítos, sendo requerida para o processo de invasão das células 

hepáticas do hospedeiro (MCCUTCHAN; KISSINGER; TOURAY; ROGERS et al., 1996; 

STEWART; NAWROT; SCHULMAN; VANDERBERG, 1986). Os genes de CSP estão 

bem caracterizados e a análise de sua estrutura primária nas espécies de Plasmodium 

identificam 3 regiões claramente definidas: uma extensa região central de aminoácidos 

em tandem (repeats) espécies-específicos que ocupa mais de 1/3 da molécula (ARNOT; 

BARNWELL; STEWART, 1988; ARNOT; BARNWELL; TAM; NUSSENZWEIG et al., 

1985; HERRINGTON; CLYDE; LOSONSKY; CORTESIA et al., 1987), flanqueada por 2 

regiões altamente conservadas, região I, N-terminal que se liga a proteoglicanos (ALEY; 

BATES; TAM; HOLLINGDALE, 1986; CERAMI; FREVERT; SINNIS; TAKACS et al., 

1992; DAME; WILLIAMS; MCCUTCHAN; WEBER et al., 1984) e região II, C-terminal, 

com domínio de adesão celular TSR (trombospondina). A região C-terminal possui 2 

pares de cisteínas conservadas (DAME; WILLIAMS; MCCUTCHAN; WEBER et al., 1984) 

que estão relacionados a conformação da proteína e reconhecimento do receptor da 

superfície dos hepatócitos expostos ao fluxo sanguíneo (Figura 4)(CERAMI; FREVERT; 

SINNIS; TAKACS et al., 1992; DAME; WILLIAMS; MCCUTCHAN; WEBER et al., 1984; 
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PANCAKE; HOLT; MELLOUK; HOFFMAN, 1992). 

 

Figura 4. Representação esquemática da Proteína CS de Plasmodium. Adaptado de: 

(NARDIN; NUSSENZWEIG, 1993) 

 

Ao longo dos estudos envolvendo isolados de P. vivax, descobriu-se a existência 

de variações alélicas para a região central da proteína CS. As sequências de 

aminoácidos GDRA[A/D]GQPA, caracterizam o genótipo VK210 (ARNOT; BARNWELL; 

TAM; NUSSENZWEIG et al., 1985), a sequência ANGA[G/D][N/D]QPG caracterizam o 

genótipo VK247 (ROSENBERG; WIRTZ; LANAR; SATTABONGKOT et al., 1989), sendo 

estes alelos mais frequentes em comparação ao terceiro genótipo, chamado de  P. vivax-

like (APGANQ[E/G]GGAA), que apesar de controvérsias, a maioria dos autores o 

reconhecem como uma terceira variante alélica do P. vivax (QARI; SHI; GOLDMAN; 

UDHAYAKUMAR et al., 1993). Vale destacar que estas variantes alélicas não 

apresentam reconhecimento cruzado por anticorpos policlonais (QARI; GOLDMAN; 

POVOA; OLIVEIRA et al., 1991). Além disso, todas as 3 variantes identificadas possuem 

distribuição mundial (KAIN; WIRTZ; FERNANDEZ; FRANKE et al., 1992; OLIVEIRA-

FERREIRA; PRATT-RICCIO; ARRUDA; SANTOS et al., 2004; QARI; GOLDMAN; 

POVOA; OLIVEIRA et al., 1991; STORTI-MELO; DE SOUZA-NEIRAS; CASSIANO; 

JOAZEIRO et al., 2009). 

 No Brasil, alguns estudos foram realizados com o intuito de avaliar a incidência 

das variantes bem como a prevalência de anticorpos contra a proteína CS. Foi 

constatado através de PCR a presença de todas as variantes alélicas em áreas 

endêmicas da Amazônia Legal (MACHADO; DE FIGUEREIDO FILHO; CALVOSA; 

FIGUEREDO et al., 2003; MACHADO; POVOA, 2000; STORTI-MELO; DE SOUZA-

NEIRAS; CASSIANO; JOAZEIRO et al., 2009), e por sorologia no Pará, em Rondônia, 

Mato Grosso e em regiões não endêmicas como São Paulo (ARRUDA; ZIMMERMAN; 

SOUZA; OLIVEIRA-FERREIRA, 2007; CURADO; DUARTE; LAL; OLIVEIRA et al., 1997). 

Nos estados mencionados, verificou-se uma maior prevalência da variante VK210 

(reconhecimento de cerca de 65 a 80%) em comparação das outras 2, que apresentaram 

distribuição semelhante entre si (ARRUDA; ZIMMERMAN; SOUZA; OLIVEIRA-

FERREIRA, 2007; SOARES; LOPEZ-CAMACHO; RODRIGUES-DA-SILVA; DA SILVA 

MATOS et al., 2020). 
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O emprego da proteína CS como antígeno vacinal foi proposto em 1967, por 

Nussenzweig e colaboradores, que, após realizarem a imunização de camundongos 

utilizando esporozoítos de P. berghei irradiados, observaram a proteção estéril destes 

após desafio, assim, tornando-se “padrão ouro” de estratégia para o desenvolvimento de 

vacina contra malária. Os anticorpos induzidos por esporozoítos irradiados foram 

predominantemente direcionados contra a proteína CS, apesar de os esporozoítos 

permanecerem na circulação sanguínea durante um curto espaço de tempo 

(NUSSENZWEIG; VANDERBERG; MOST; ORTON, 1967). Estudos realizados mais 

recentemente por Aliprandini e colaboradores (2018), demonstram que anticorpos 

monoclonais direcionados às regiões centrais da proteína CS de P. yoelii, possuem não 

somente a capacidade de diminuição da motilidade do esporozoíto, que impediria a 

infecção dos hepatócitos, bem como atividade “citotóxica”, pois os anticorpos têm a 

capacidade de “desencapar” o esporozoíto, removendo completamente a proteína CS e 

fazendo com que o parasito seja destruído. Esta evidência reforça ainda mais a 

importância da proteína CS como antígeno vacinal (ALIPRANDINI; TAVARES; 

PANATIERI; THIBERGE et al., 2018). Embora haja evidências de que vacinas baseadas 

no antígeno CSP podem ser bem sucedidas, o polimorfismo da região central da proteína 

CS de P. vivax deve ser levado em consideração no momento de se desenvolver uma 

formulação vacinal, com o objetivo de se ter uma formulação de ampla cobertura 

(REYES-SANDOVAL; BACHMANN, 2013). 

No que diz respeito a indução de uma resposta imune adequada por 

formulações vacinais contra esse antígeno, é importante conhecer as células que 

compõe a resposta imune contra a infecção natural nesta etapa do ciclo do P. vivax. 

Durante o processo de invasão dos hepatócitos pelos esporozoítos, fragmentos dos 

antígenos são apresentados na superfície da célula hepática, os quais podem ser 

reconhecidos por células T-citotóxicas (TCD3+CD8+) (DOOLAN; MARTINEZ-ALIER, 

2006). As células Natural Killer (NK) e T auxiliares (TCD3+CD4+) são induzidas a ativação 

por IL-12 (interleucina 12), que é produzida pelo contato de macrófagos, células 

dendríticas e células de Kupffer com a CSP (ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002; 

RILEY; WAHL; PERKINS; SCHOFIELD, 2006). Esses linfócitos possuem papel crítico na 

destruição direta do hepatócito infectado, já que a secreção de IFN-, principal molécula 

efetora, que deflagra a produção de reativos intermediários do oxigênio pelos hepatócitos, 

como o óxido nítrico, tóxico para parasitos intracelulares (ARTAVANIS-TSAKONAS; 
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RILEY, 2002; HOLLINGDALE; NARDIN; THARAVANIJ; SCHWARTZ et al., 1984; RILEY; 

WAHL; PERKINS; SCHOFIELD, 2006). As células T auxiliares atuam 

complementarmente, auxiliando na ativação e diferenciação de células B ou de linfócitos 

T citotóxicos (DOOLAN; MARTINEZ-ALIER, 2006). 

Formulações vacinais com foco em antígenos expressos durante a fase pré-

eritrocítica do parasito, tem como principal objetivo, gerar anticorpos capazes de 

neutralizar os esporozoítos e consequentemente impedir a invasão dos hepatócitos 

(HOLLINGDALE, 1990). Todavia, é de relevante importância a geração de respostas 

mediadas por células T citotóxicas e T auxiliares (HAFALLA; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 

2011; RENIA; GRILLOT; MARUSSIG; CORRADIN et al., 1993; ROMERO; MARYANSKI; 

CORRADIN; NUSSENZWEIG et al., 1989), que em combinação com a ação de 

anticorpos altamente neutralizantes, atuam em conjunto para impedir a infecção dos 

hepatócitos e eliminação destes uma vez que estejam infectados e, assim, bloqueando a 

progressão da infecção (HAFALLA; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 2011; NARDIN; 

NUSSENZWEIG, 1993; SILVIE; AMINO; HAFALLA, 2017) e oferecendo imunidade 

estéril (COLLINS; NUSSENZWEIG; BALLOU; RUEBUSH et al., 1989). 

 

1.6. Adjuvantes em vacinas 

Os adjuvantes vêm sendo utilizados por décadas para aumentar a resposta 

imune de antígenos em vacinas (DI PASQUALE; PREISS; TAVARES DA SILVA; 

GARCON, 2015). A incorporação de adjuvantes em formulações vacinais tem 

basicamente a função de acelerar e prolongar uma resposta imune especifica. 

Sendo assim, suas principais vantagens são o aprimoramento da imunogenicidade 

de antígenos “fracos”, redução da quantidade de antígeno requerido para uma boa 

imunização e redução da frequência dos reforços necessária para manter o 

indivíduo protegido contra determinada patologia (AUCOUTURIER; ASCARATEIL; 

DUPUIS, 2006; DI PASQUALE; PREISS; TAVARES DA SILVA; GARCON, 2015; 

DIDIERLAURENT; LAUPEZE; DI PASQUALE; HERGLI et al., 2017).  
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De modo geral, os adjuvantes podem ser classificados com base em sua 

fonte, mecanismo de ação e propriedades físico-químicas. As classes mais 

comumente descritas na literatura são: sais de minerais, partículas lipídicas, 

micropartículas e imuno potenciadores (DI PASQUALE; PREISS; TAVARES DA 

SILVA; GARCON, 2015). Todavia, muitos adjuvantes, independentemente da sua 

classificação, nunca foram liberados para uso humano devido a critérios de 

aceitação em relação a segurança de sua utilização (APOSTOLICO JDE; 

LUNARDELLI; COIRADA; BOSCARDIN et al., 2016). A figura abaixo mostra os 

adjuvantes que atualmente estão licenciados para a utilização em humanos e os que 

estão em processos de avaliação (APOSTOLICO JDE; LUNARDELLI; COIRADA; 

BOSCARDIN et al., 2016). 

 
Figura 5. Linha do tempo dos principais adjuvantes em estudo. Adaptado de: (APOSTOLICO 
JDE; LUNARDELLI; COIRADA; BOSCARDIN et al., 2016) 

 

Destacando a importância dos adjuvantes na modulação da resposta imune, 

no desenvolvimento deste trabalho, após estudos prévios, realizamos a seleção de 

dois adjuvantes para compor as formulações vacinais, são eles: 

 

• Montanide ISA 720 

O Montanide® ISA 720 é um adjuvante experimental, formulado como 

emulsões água-em-óleo, que induz títulos de anticorpos elevados em várias 

espécies animais. Em sua composição possui um esqualeno, em fase experimental, 

que contém como emulsionante o mono-oleato de mannida. Este adjuvante forma 

gotas de água-óleo estáveis destinadas a proporcionar uma libertação lenta do 
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antígeno no local da injeção, onde, por efeito de depósito, os antígenos são 

liberados lentamente e permanecem por períodos maiores de tempo no organismo 

(AUCOUTURIER; ASCARATEIL; DUPUIS, 2006; MILES; MCCLELLAN; RAUSCH; 

ZHU et al., 2005; ROESTENBERG; REMARQUE; DE JONGE; HERMSEN et al., 

2008) 

• Poly (I:C) 

O Poly-IC polyinosinic:polycytidylic acid, é uma dupla fita de RNA sintética 

que atua como agonista de receptores TLR-3 (toll like receptor 3), receptor este 

encontrado no endossomo das células e que induz a produção de interferon do tipo I 

(IFN), citocinas/quimiocinas inflamatórias e estimulação da maturação de células 

dendríticas. Há também evidências sobre a indução de resposta mediada por 

linfócitos TCD8+, através de mediadores inatos, incluindo células NK e macrófagos 

(MATSUMOTO; SEYA, 2008; SALEM; DIAZ-MONTERO; EL-NAGGAR; CHEN et al., 

2009; SALEM; EL-NAGGAR; KADIMA; GILLANDERS et al., 2006; SCHNEIDER-

OHRUM; GILES; WEIRBACK; WILLIAMS et al., 2011). O Poly-ICLC possuiu as 

mesmas propriedade biológicas que o Poly (I:C), todavia com a finalidade de 

melhorar sua estabilidade, em sua estrutura foi adicionada uma cauda de poli-lisina 

e a solução veículo foi acrescida de caboximetilcelulose (APOSTOLICO JDE; 

LUNARDELLI; COIRADA; BOSCARDIN et al., 2016). 

 

1.7. Estudos clínicos envolvendo vacinas contra malária 

Os informes mais recentes relatam que outras 7 passam por testes clínicos de 

fase I e II e 3 em estudos pré-clínicos (COELHO; DORITCHAMOU; ZAIDI; DUFFY, 

2017). Mais de 60% dos candidatos vacinais explorados nas últimas décadas baseiam-se 

em 3 antígenos descobertos há mais de 20 anos, conforme demonstrado na figura 6, a 

CSP, a Proteína 1 de Superfície de Merozoíto (MSP-1, do inglês Merozoite Surface 

Protein 1) e o Antígeno 1 de Membrana Apical (AMA-1, do inglês Apical Membrane 

Antigen (TUJU; KAMUYU; MURUNGI; OSIER, 2017).  
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Figura 6. Pesquisa de novos antígenos para o desenvolvimento de vacinas 
contra malária. Adaptado de: (TUJU; KAMUYU; MURUNGI; OSIER, 2017). 

 

Baseado em achados da década de 60 descrito por Nussenzweig e 

colaboradores (1967), a empresa norte-americana Sanaria, desenvolveu uma vacina 

contra P. falciparum baseado em esporozoítos inteiros atenuados (HOFFMAN; GOH; 

LUKE; SCHNEIDER et al., 2002). Na versão mais recente das formulações em 

desenvolvimento, os mosquitos são mantidos em laboratório, onde há o processo de 

infecção dos mesmos e, posteriormente, as glândulas salivares de cada mosquito 

são retiradas para a coleta dos parasitos e inativados por irradiação (HOFFMAN; 

GOH; LUKE; SCHNEIDER et al., 2002; MORDMULLER; SUPAN; SIM; GOMEZ-

PEREZ et al., 2015; NUSSENZWEIG; VANDERBERG; MOST; ORTON, 1967). 

Atualmente este projeto está no início do estudo clinico de fase II, na ilha de Bioko 

no oeste da África, onde cerca de 2.100 pessoas estão sendo estudadas (BUTLER, 

2019). Apesar de ser uma estratégia que pode conferir proteção superior a 60%, e 

de longa duração (LYKE; ISHIZUKA; BERRY; CHAKRAVARTY et al., 2017) existe 

uma clara desvantagem: a manutenção de insetários e a coleta manual das 

glândulas salivares. A combinação desses dois fatores implica em uma significativa  

lentidão na questão logística de fornecimento de doses, já que milhões de pessoas 

necessitariam dessa vacina e sua obtenção é cara e trabalhosa (EPSTEIN; RICHIE, 

2013; HOFFMAN; BILLINGSLEY; JAMES; RICHMAN et al., 2010).  

Atualmente apenas uma vacina, chamada RTS,S, recebeu parecer positivo pela 

EMA (European Medicines Agency), ou seja, que apresentou segurança e eficácia nos 

testes clínicos. Esta vacina, que foi desenvolvida pela GSK em parceria com a  Walter 
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Reed Army Institute (WRAIR), é uma vacina de subunidades expressa em leveduras 

Saccharomyces cerevisiae, especificamente direcionada para o P. falciparum (DI 

PASQUALE; PREISS; TAVARES DA SILVA; GARCON, 2015). O antígeno de superfície 

(S) da Hepatite B é utilizado como matriz para a porção C-terminal e os repeats de 

PfCSP. O antígeno de superfície do vírus da hepatite B possui a capacidade de formação 

de uma estrutura chamada de VLP (do inglês, Virus Like Particle) - esta estratégia será 

melhor detalhada no tópico seguinte. Este antígeno vacinal é administrado juntamente 

com o sistema de adjuvantes AS01 (AS – do inglês adjuvant system) fornecidos pela 

GSK (CAMPO; SACARLAL; APONTE; AIDE et al., 2014; GARCON; HEPPNER; 

COHEN, 2003; RTS, 2014; WHITE; BEJON; OLOTU; GRIFFIN et al., 2013; WHITE; 

VERITY; GRIFFIN; ASANTE et al., 2015). 

Durante os ensaios clínicos de fase IIa com indivíduos voluntários de áreas não 

endêmicas desafiados com picadas de mosquitos infectados com P. falciparum, foi 

possível constatar um taxa de proteção que variou de 32 a 50% (KESTER; MCKINNEY; 

TORNIEPORTH; OCKENHOUSE et al., 2007). Investigações sobre a correlação entre a 

vacinação e a resposta protetora indicam uma alta correlação com os elevados títulos de 

anticorpos IgG circulantes contra os repeats da região central da CSP (WHITE; BEJON; 

OLOTU; GRIFFIN et al., 2013). Já em ensaios de fase III com crianças africanas, que 

viviam em áreas endêmicas, a formulação vacinal RTS,S em combinação com o 

adjuvante AS01 (composto pelos imunoestimulantes monofosforil lipídio A (MPL) e 

saponina QS21 purificada de Quillaja saponaria) demonstrou uma eficácia de 49,5%, 

entre aquelas na faixa etária de 5-17 meses de idade, e de 30,1%, entre aquelas na faixa 

etária de 6-12 semanas de idade (RTS; AGNANDJI; LELL; FERNANDES et al., 2012; 

VANDOOLAEGHE; SCHUERMAN, 2016). Atualmente a RTS,S encontra-se em um 

projeto piloto de implementação em 3 países da África (ADEPOJU, 2019). 

Em relação ao desenvolvimento de vacina contra P. vivax, a formulação em 

estágio mais avançado de testes é a VMP001, onde a mesma foi finalizada após a 

conclusão do estudo clínico de fase I/IIa (BENNETT; YADAVA; TOSH; 

SATTABONGKOT et al., 2016). Esta formulação também foi desenvolvida pela 

Glaxo Smith Kline em parceria com a Walter Reed Army Institute of Research (BELL; 

WOOD; BANSAL; RAGAB et al., 2009). Em sua composição são utilizadas proteínas 

recombinantes que representam as duas variantes da CSP de P. vivax mais 

prevalentes, que são VK210 e VK247 (ambas contendo as regiões N- e C-terminais), 



19 
 

e utiliza a bactéria E. coli como sistema de expressão (YADAVA; SATTABONGKOT; 

WASHINGTON; WARE et al., 2007). Em estudo preliminares em camundongos a 

VMP001 foi testada utilizando o Montanide® ISA 720 como adjuvante. Entretanto, 

apesar de apresentar uma boa resposta em relação aos títulos de anticorpos em 

ensaios posteriores, a mesma foi substituída pelo adjuvante AS01 

(VANLOUBBEECK; PICHYANGKUL; BAYAT; YONGVANITCHIT et al., 2013; 

YADAVA; NURMUKHAMBETOVA; PICHUGIN; LUMSDEN, 2012). Até o momento 

essa formulação mostrou-se uma boa candidata, apesar de não induzir proteção 

estéril, o tempo de parasitemia teve um atraso de dois dias em 59% os indivíduos 

vacinados, quando comparado ao grupo controle (BENNETT; YADAVA; TOSH; 

SATTABONGKOT et al., 2016). 

Um dos fatores que contribuem para a dificuldade no desenvolvimento de 

vacinas contra malara vivax são relacionados a biologia do próprio parasito. O 

isolamento e identificação de espécies e posteriormente o cultivo do parasito em 

cultura celular, são os principais desafios in vitro, já que na fase pré-eritrocítica o 

maior obstáculo é a impossibilidade de avaliar a formação de hipnozoítos em 

culturas de hepatócitos (NOULIN; BORLON; VAN DEN ABBEELE; D'ALESSANDRO 

et al., 2013; UDOMSANGPETCH; KANEKO; CHOTIVANICH; SATTABONGKOT, 

2008). Já no estágio sanguíneo, o problema se dá uma vez que o parasito infecta 

apenas reticulócitos, fazendo com que a manutenção das culturas celulares seja 

bastante complexa e trabalhosa (NOULIN; BORLON; VAN DEN ABBEELE; 

D'ALESSANDRO et al., 2013). Como o P. vivax não infecta roedores, testes in vivo 

somente poderiam ser realizados em macacos, ainda assim, para impulsionar o 

desenvolvimento dos parasitos, estes animais devem ser esplenectomizados, 

entrando em um embate ético, além de não fornecer dados robustos (BUTCHER, 

2005; GALINSKI; BARNWELL, 2008; WYLER; MILLER; SCHMIDT, 1977). Dessa 

forma, a estratégia que melhor permite estudar potenciais vacinas contra malária 

vivax, baseia-se na utilização de  parasitos transgênicos, que expressam proteínas 

de P. vivax (OTHMAN; MARIN-MOGOLLON; SALMAN; FRANKE-FAYARD et al., 

2017). A utilização do P. berghei se mostrou uma estratégia interessante, onde 

Espinosa e colaboradores (2013), através de técnicas moleculares, fizeram a 

substituição da proteína CS P. berghei, pela de P. vivax (ESPINOSA; YADAVA; 

ANGOV; MAURIZIO et al., 2013). Estes parasítos quiméricos vêm sendo aplicados 
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como uma das alternativas em estudo pré-clínicos de novas vacinas, porém, há uma 

limitação importante nesta estratégia: a dificuldade em se desenvolver parasitos que 

expressem múltiplos antígenos em diferentes estágios, tornando as possibilidades 

de avaliações limitadas (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al., 2013; 

OTHMAN; MARIN-MOGOLLON; SALMAN; FRANKE-FAYARD et al., 2017). 

 

1.8. Contribuições de nosso grupo para o desenvolvimento de vacina contra a 

forma pré-eritrocítica de P. vivax. 

Baseados nas evidências da existência de variantes alélicas da CSP de P. 

vivax (PvCSP) e dos resultados favoráveis da vacina RTS,S, TEIXEIRA e 

colaboradores (2014) geraram 3 proteínas recombinantes, representando cada uma 

das variantes da proteína CS de P. vivax, bem como uma proteína quimérica 

contendo os 3 alelos fusionados, além de dois adenovírus recombinantes; um 

adenovírus humano do sorotipo 5 (AdHu5), outro de chimpanzés do sorotipo 68 

(AdC68), ambos deficientes de replicação e codificando a proteína CS contendo as 

regiões N- e C-terminal e as três variantes alélicas. Inicialmente, para a expressão 

destas proteínas o nosso grupo empregou um sistema bacteriano de expressão 

(Escherichia coli). Camundongos da linhagem C57BL/6 foram submetidos aos 

protocolos de imunização prime-boost homólogos ou heterólogos (proteínas e/ou 

adenovírus) utilizando o Poly (I:C) como adjuvante. Todas as formulações geraram 

uma elevada resposta de anticorpos e também de longa duração, comparáveis aos 

obtidos com a combinação dos adjuvantes ACF/AIF (adjuvantes completo e 

incompleto de Freund). Outro achado, foi que os anticorpos contra a proteína 

quimérica reconheceram epitopos contra as 3 variantes e foram capazes de 

reconhecer a proteína nativa do parasito em ensaios de imunofluorescência. Apesar 

de induzirem altos títulos de anticorpos, não foi identificado resposta específica por 

células T a nenhuma das 4 construções, tanto por ELISPOT quanto por análise de 

secreção de citocinas no sobrenadante de cultura (TEIXEIRA; TARARAM; LASARO; 

CAMACHO et al., 2014). 

Posteriormente, nosso grupo realizou as mesmas construções, porém 

alterando o sistema de expressão, desta vez utilizando a levedura Pichia pastoris 

como microrganismo produtor. Esta plataforma de expressão torna-se mais 
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vantajosa em relação a utilização de bactérias, pois possuem os seguintes 

benefícios:  

• Maior rendimento: estudos comparativos sugeriram que a expressão em 

leveduras é aproximadamente 30% superior quando comparado a expressão 

obtido em bactéria; 

• Expressão solúvel: leveduras podem gerar produtos solúveis enquanto que 

para bactérias, na maior parte dos casos, tendem a formar corpos de inclusão; 

• Livre de endotoxina, que é um problema grave no desenvolvimento de 

vacinas e as técnicas utilizadas para a remoção destas encarecem o processo, 

podendo torna-lo inviável; 

• Modificações pós-traducionais: diversas modificações pós-traducionais, como 

glicosilação ou fosforilação, podem ser possivelmente introduzidas em proteínas 

heterólogas (KASTILAN; BOES; SPIEGEL; VOEPEL et al., 2017; MACAULEY-

PATRICK; FAZENDA; MCNEIL; HARVEY, 2005; VERMA; BOLETI; GEORGE, 

1998; WANG; JIANG; WANG, 2016). 

A partir da utilização dessa plataforma, em outro trabalho de nosso grupo, 

Gimenez e colaboradores (2017) realizaram a comparação da imunogenicidade 

induzida pela imunização de camundongos C57BL/6 em um protocolo de prime-

boost homólogo, utilizando as variantes alélicas da proteína PvCS expressas 

separadamente e administradas na forma de “mix” ou utilizando essas variantes em 

uma única proteína, de forma fusionada. A essa construção quimérica foi dado o 

nome de yPvCSP-AllCT, uma vez que, além de conter todas as variantes alélicas, 

também conservava a região C-terminal. Em ambos os grupos (variantes expressas 

individualmente ou variantes fusionadas) foi utilizado o Poly (I:C) como adjuvante. 

Esse experimento concluiu que, uma vez que ambas formulações são capazes de 

induzir altos títulos de anticorpos, com longa duração e sem diferenças entre elas, a 

utilização da yPvCSP-AllCT pode ser empregada no lugar das variantes expressas 

separadamente (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017). 

Com isso em mente, a formulação contendo a proteína yPvCSP-AllCT na 

presença do Poly (I:C) foi utilizada em um ensaio de desafio, com o objetivo de 

avaliar seu efeito protetor. Nesse ensaio, esporozoítos transgênicos de P. berghei 

ANKA expressando a variante VK210 de P. vivax foram utilizados como modelo 

experimental em camundongos (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al., 
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2013). Os resultados obtidos mostraram um efeito protetor estéril para 4/6 

camundongos, e mesmo os animais parasitados, tiveram um diminuição na carga 

parasitaria do fígado de 20 vezes em relação ao grupo controle, comprovando assim 

que a formulação avaliada possui grande potencial para ser submetida a ensaios 

pré-clínicos (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017). 

Mais recentemente, em outro trabalho de nosso grupo, Camargo e 

colaboradores (2018) deram continuidade a esta estratégia, analisando a 

imunogenicidade e efeito protetor de duas proteínas recombinantes expressas em P. 

pastoris: a yPvCSP-AllFL (contendo as regiões repetidas dos diferentes alelos da 

proteína CS [VK210, VK 247 e P. vivax-like] flanqueadas pelas regiões N- e C- 

terminal) e a yPvCSP-AllCT (também contendo as regiões repetidas porem sendo 

flanqueada apenas pela região C-terminal, testada anteriormente no trabalho 

publicado por Gimenez e colaboradores). Entretanto, com o intuito de induzir uma 

resposta mediada tanto por anticorpos quanto por células T, foram utilizados 

adenovírus recombinantes deficiente de replicação (AdHu5 e AdC68) como vetor da 

proteína PvCSP em um protocolo de prime-boost heterólogo, sendo o prime 

composto pelos adenovírus recombinantes e o boost com as proteínas yPvCSP-AllFL 

ou yPvCSP-AllCT (DE CAMARGO; DE FREITAS; GIMENEZ; LIMA et al., 2018). Além 

disso, dessa vez, camundongos C57BL/6 ou BALB/c foram imunizados empregando 

o Poly (I:C) ou o Montanide ISA 720 como adjuvante. Após desafio desses animais 

utilizando esporozoítos transgênicos de P. beghei ANKA expressando as variantes 

VK210 ou VK247 da proteína CS de P. vivax foi constatado que, apesar de nenhuma 

das formulações terem promovido proteção esterilizante, foram obtidos atrasos 

significativos no aumento da carga parasitária dos grupos imunizados em relação 

aos grupos controle para todas as formulações testadas. De maneira geral, esses 

achados demonstram  que pode ser possível obter uma vacina que seja capaz de 

bloquear a infecção pelo parasito (DE CAMARGO; DE FREITAS; GIMENEZ; LIMA et 

al., 2018). 

Seguindo a ordem cronológica das contribuições de nosso grupo no 

desenvolvimento de uma vacina contra P. vivax, a proteína recombinante yPvCSP-

AllCT, anteriormente estudada por Gimenez e colaboradores (2017), foi produzida 

seguindo as normas de BLP (Boas Práticas de Laboratório) por uma empresa 

especializada na área de biotecnologia. Mais recentemente, no ano de 2019, esta 
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formulação passou por testes pré-clínicos, recebendo parecer positivo quanto sua 

toxicidade e segurança, dando um grande passo na confirmação de seu emprego 

em ensaios clínicos (dados não publicados).  

 

1.9. Utilização de partículas semelhantes a vírus como carreadores de 

antígenos vacinais. 

A maior parte das vacinas licenciadas atualmente ainda são produzidas através de 

métodos relativamente simples, que tem como objetivo reduzir a virulência. Isto inclui a 

atenuação do patógeno ou fragmentação e inativação através de substâncias químicas. 

Todavia, apesar de apresentarem altas taxas de proteção, devido a indução de uma forte 

resposta mediada por linfócitos B e T, os processos envolvidos na produção destas 

vacinas também as tornam menos seguras, uma vez que existe a possibilidade de 

reversão da atenuação ou incompleta inativação destes microrganismos (HAN, 2015; 

KAECH; WHERRY; AHMED, 2002). 

Com o advento da engenharia genética e profundo conhecimento da biologia dos 

agentes infecciosos, uma nova geração de vacinas vem sendo empregadas utilizando 

proteínas recombinantes (sendo classificadas também como vacinas de subunidades), 

produzidas em uma gama enorme de microrganismos, que são utilizados como sistemas 

de expressão (por exemplo: leveduras, bactérias, células de mamíferos, células de inseto, 

etc...) e que elevaram consideravelmente o nível de segurança de vacinas, uma vez que 

não possuem a capacidade de se replicaram e de causarem infecções (MCGHEE; 

FUJIHASHI; XU-AMANO; JACKSON et al., 1993; OYSTON; ROBINSON, 2012).  

As VLPs, vêm sendo amplamente estudadas quanto a sua aplicação no universo 

da vacinologia. Isso se deve ao fato de que as proteínas recombinantes por si só não 

estimulam uma potente resposta celular e humoral, sendo necessária várias doses e 

combinação de potentes adjuvantes para que a resposta desejada seja obtida (FRIETZE; 

PEABODY; CHACKERIAN, 2016). 

Estudos mostram que diversas proteínas virais possuem uma capacidade 

intrínseca de “automontagem” em VLPs, devido as suas formas icosaédricas  (CRISCI; 

BARCENA; MONTOYA, 2012). Estas possuem a competência de se apresentarem como 

um vírus inteiro, entretanto, como não possuem material genético, não exercem a 

habilidade de infectarem as células e se replicarem, sendo assim altamente seguras (LIU; 

DAI; WANG; HU et al., 2016). Por serem semelhantes aos vírus inteiros, em seu tamanho 
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e forma, conseguem estimular fortemente a reposta imune mediada tanto por células B 

quanto T, inclusive tendo efeito adjuvante (CIMICA; GALARZA, 2017). Adicionalmente, 

VLPs podem ser usadas como plataformas de apresentação de antígenos heterólogos, 

esta estratégia pode alterar radicalmente a magnitude da resposta imune trazendo 

benefícios significativos no aumento das taxas de proteção de novas vacinas (CIMICA; 

GALARZA, 2017; CRISCI; BARCENA; MONTOYA, 2012; LIU; DAI; WANG; HU et al., 

2016). 

Como mostrado acima, esta foi a estratégia adotada na construção da vacina 

RTS,S, e quem sem dúvidas contribuiu de maneira crucial para o sucesso do projeto. As 

vantagens das VLPs, são amplamente conhecidas e tornam sua utilização atrativa, 

todavia, já foram relatados dificuldades técnicas no uso desta estratégia, como: 

baixo rendimento, necessidade de metodologias de purificação mais elaboradas e 

baixa estabilidade durante armazenamento (DAI; WANG; DENG, 2018), além da 

possibilidade de geração de resposta imune de memória contra os componentes 

virais (SEKALY, 2008) 

Portanto, tendo em mente estas potenciais desvantagens, neste projeto 

procuramos superar estas questões através da fusão da proteína CS com uma 

proteína viral de núcleo, e não com uma proteína da superfície (característica das 

VLPs). Para isso, utilizamos a proteína do nucleocapsídeo (NP) do vírus da 

caxumba, isto porque esta proteína possui a capacidade de formar partículas 

estáveis semelhantes ao nucleocapsídeo (NLP, do inglês “Núcleo Like Particle”) 

quando empregando a levedura P. pastoris como sistema de expressão 

(SLIBINSKAS; ZVIRBLIENE; GEDVILAITE; SAMUEL et al., 2003). Vale ressaltar 

que  a soroprevalência para esta proteína viral é baixa em indivíduos imunizados 

com a vacina contra caxumba (ALLWINN; ZEIDLER; STEINHAGEN; ROHWADER et 

al., 2011). 

Acreditamos então que, com esta abordagem, podemos potencializar a 

resposta imune das formulações vacinais desenvolvidas, sem que haja prejuízos na 

geração de anticorpos específicos contra o antígeno PvCSP, quando empregado 

uma proteína viral como sistema de entrega. 

Ao final deste projeto esperamos ter definidos os protocolos de vacinações 

experimentais que possam servir como base para futuras avaliações pré-clínicas nos 

testes de uma vacina universal contra a malária causada pelo P. vivax. 
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2. OBJETIVOS 

No presente projeto, foi nosso objetivo global desenvolver novas formulações 

vacinais visando a geração de uma resposta imune efetiva contra todas as variantes do 

P. vivax. Para tal, utilizamos proteínas recombinantes expressando a Proteína 

Circumsporozoíta de P. vivax para testes de imunogenicidade e proteção em 

camundongos. 

 

Objetivos específicos: 

1) Expressão, purificação e caracterização de duas proteínas recombinantes expressas 

em P. pastoris contendo as três regiões repetidas da proteína CS de P. vivax em fusão 

com a nucleocapsídeo do vírus da caxumba como Nucleo like particles (NLP); 

 

2) Análise do efeito comparativo da imunogenicidade em camundongos isogênicos 

C57BL/6 utilizando as NLPs na presença dos adjuvantes Montanide ISA 720 ou Poly 

(I:C), através de ensaios de ELISA. 

 

3) Utilização das proteínas recombinantes em protocolos de vacinação do tipo homólogo 

(proteína/proteína) em camundongos isogênicos C57BL/6 para análise da imunidade 

protetora após o desafio com parasitos P. berghei expressando as proteínas CS de P. 

vivax. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Sequências das proteínas recombinantes 

As sequências de nucleotídeos codificando para a as proteínas recombinantes 

foram sintetizadas com otimização de códon para a expressão em P. pastoris pela 

empresa GenScript. Nas proteínas da fusão com NLP, um linker de 7 aminoácidos 

(GAAGAGA) foi introduzido entre os genes da nucleocapsídeo do vírus da caxumba (NP) 

e os repeats das variantes alélicas de PvCSP.  

A proteína NLP-CSPCT possui a Região I (N-terminal), sequências representativas 

das três variantes de repetições de aminoácidos (VK210, VK247 e P. vivax-like) e o 

domínio C-terminal da proteína CSP. A proteína NLP-CSPR representa apenas a Região I 

(N-terminal) e as variantes de repetições da proteína CSP. Todas as proteínas possuem 

uma cauda de hexa-Histidina para possibilitar a posterior purificação por cromatografia de 

afinidade em resina de Níquel. 

Abaixo as sequências das proteínas e polipeptídeos recombinantes utilizados 

neste trabalho (Repetições de VK210 realçado em amarelo, VK247 em verde, P. vivax-

like em azul, linker de 7 aminoácidos em cinza, e a sequência da nucleocapsídeo do vírus 

da caxumba em rosa e a representação gráfica das mesmas (Figura 7) 
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NLP-CSPCT 

MSSVLKAFERFTIEQELQDRGEEGAIPPETLKSAVKVFVINTPNPTTRYQMLNFCLRIICS

QNARASHRVGALITLFSLPSAGMQNHIRLADRSPEAQIERCEIDGFEPGTYRLIPNARAN

LTANEIAAYALLADDLPPTINNGTPYVHADVEGQPCDEIEQFLDRCYSVLIQAWVMVCK

CMTAYDQPAGSADRRFAKYQQQGRLEARYMLQPEAQRLIQTAIRKSLVVRQYLTFELQ

LARRQGLLSNRYYAMVGDIGKYIENSGLTAFFLTLKYALGTKWSPLSLAAFTGELTKLRS

LMMLYRDLGEQARYLALLEAPQIMDFAPGGYPLIFSYAMGVGTVLDVQMRNYTYARPF

LNGYYFQIGVETARRQQGTVDNRVADDLGLTPEQRTEVTQLVDRLARGRGAGIPGGP

VNPFVPPVQQQQPAAVYEDIPALEESDDDDNEDGGAGFQNGAQAPAARQGGQNDFR

VQPLQDPIQAQLFMPLYPQVSNIPNHQNHQINRIGGMEHQDLLRYNENGDSQQDARG

EHGNTFPNNPNQNAQSQVGDWDEGAAGAGAPRENKLKQPGPGDRADGQPAGDRA

DGQPAGDRAAGQPAGDRAAGQPAGDRADGQPAGDRADGQPAGDRADAPGANQEG

GAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAPGANQE

GGAAAANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGDRAA

GQAAGGNAGGQGQNNEGANAPNEKSVKEYLDKVRATVGTEWTPCSVTCGVGVRVR

RRVNAANKKPEDLTLNDLETDVCTHHHHHH* 

 

NLP-CSPR 

MSSVLKAFERFTIEQELQDRGEEGAIPPETLKSAVKVFVINTPNPTTRYQMLNFCLRIICS

QNARASHRVGALITLFSLPSAGMQNHIRLADRSPEAQIERCEIDGFEPGTYRLIPNARAN

LTANEIAAYALLADDLPPTINNGTPYVHADVEGQPCDEIEQFLDRCYSVLIQAWVMVCK

CMTAYDQPAGSADRRFAKYQQQGRLEARYMLQPEAQRLIQTAIRKSLVVRQYLTFELQ

LARRQGLLSNRYYAMVGDIGKYIENSGLTAFFLTLKYALGTKWSPLSLAAFTGELTKLRS

LMMLYRDLGEQARYLALLEAPQIMDFAPGGYPLIFSYAMGVGTVLDVQMRNYTYARPF

LNGYYFQIGVETARRQQGTVDNRVADDLGLTPEQRTEVTQLVDRLARGRGAGIPGGP

VNPFVPPVQQQQPAAVYEDIPALEESDDDDNEDGGAGFQNGAQAPAARQGGQNDFR

VQPLQDPIQAQLFMPLYPQVSNIPNHQNHQINRIGGMEHQDLLRYNENGDSQQDARG

EHGNTFPNNPNQNAQSQVGDWDEGAAGAGAPRENKLKQPGPGDRADGQPAGDRA

DGQPAGDRAAGQPAGDRAAGQPAGDRADGQPAGDRADGQPAGDRADAPGANQEG

GAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAPGANQE
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GGAAAANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGHHH

HHH* 

Figura 7. Esquema representativo das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR. Em roxo a sequência da 
proteína de nucleocapsídeo do vírus da caxumba, em amarelo a sequência da variante de VK210, em 
azul de P. vivax-like, em verde de VK247 e em cinza a região C-terminal, ambos pertencentes a 
proteína CS de P. vivax. 

 

3.2. Obtenção de leveduras P. pastoris transformadas com os vetores de 

expressão para as proteínas recombinantes.  

As sequências acima descritas estão clonadas dentro dos sítios de restrição EcoRI 

e NotI nos plasmídeos pPIC9K (Invitrogen) para a expressão sob o controle do promotor 

metanol indutível AOX1. Leveduras da linhagem GS115 (Invitrogen, Life Technologies 

Corporation USA Inc), foram transformadas por eletroporação com os plasmídios 

linearizados pelas enzimas SalI ou BglII (New England Biolabs). As leveduras 

transformadas foram cultivadas em placas de meio deficiente em histidina para a primeira 

seleção dos clones HIS+. A seleção de clones com inserções múltiplas foi feita em placas 

de YPD contendo geneticina (concentração final de 0.25 a 4.0 mg/ml). Os detalhes dos 

meios e placas de cultura da levedura foram seguidos a partir do manual de usuário da 

Invitrogen para P. pastoris.  

 

3.3. Expressão das proteínas recombinantes a partir da levedura P. pastoris.  

Para a expressão das proteínas recombinantes, leveduras transformadas como 

conforme item 3.2, foram cultivadas por 24 horas a 30°C, sob agitação constante (230 

rpm), em 40-200 mL de meio contendo glicerol 3% (BMGY). Após este período, as 

células foram recolhidas por centrifugação, solubilizadas em 40-200 mL de meio 

contendo 1,0% de metanol (BMMY) e cultivadas a 28ºC, sob agitação constante (230 

rpm). A indução foi mantida pela adição diária de metanol na concentração final de 1,0% 

durante 72-96 horas de incubação. 

As células de clones foram removidas por centrifugação e os sobrenadantes foram 

concentrados por filtração em membranas de 0,45 µm. Posteriormente, os sobrenadantes 

das culturas contendo a proteína secretada foram dialisados contra o tampão de 

equilíbrio. 

 



29 
 

3.4. Purificação das proteínas recombinantes 

As purificações das proteínas recombinantes envolvidas no projeto foram 

realizadas em 2 etapas cromatográficas, afinidade e troca iônica. Inicialmente o 

sobrenadante contendo a proteína solubilizada foi submetido à cromatografia de 

afinidade utilizando uma coluna de níquel HisTrap™FF (GE Healthcare USA Inc., 

Pittsburgh, PA) acoplada ao sistema FPLC ÄKTA prime plus (GE Healthcare USA 

Inc.). A eluição ocorreu contra um gradiente de imidazol (15-400 mM, USB, 

Affymetrix USA Inc., Santa Clara, CA) em tampão fosfato-cloreto [(20 mM NaH2PO4 

(Synth, Labsynth Produtos para Laboratórios BRA Ltda.), 20 mM Na2HPO4 (Synth, 

Labsynth Produtos para Laboratórios BRA Ltda.), 0,5 M NaCl (Synth, Labsynth 

Produtos para Laboratórios BRA Ltda.)], pH=6,0.  

As frações contendo as proteínas recombinantes, identificadas em SDS-

PAGE 12% corado com azul de Coomassie, foram dialisadas em membrana 

SnakeSkin Pleated Dialysis Tubing 10.000 MWCO (Thermo Fisher Scientific USA 

Inc., Waltham, MA) contra 20 mM Tris-HCl, (pH=8,0). Após a diálise, as proteínas 

foram filtradas (0,45 μm) e submetidas a uma etapa de purificação por cromatografia 

de troca iônica, utilizando a Coluna HiTrap™QFF (GE Healthcare USA Inc.), também 

acoplada ao sistema ÄKTA. A eluição das proteínas ocorreu com um gradiente linear 

de 0 a 1 M de NaCl em relação ao tampão 20 mM Tris-HCl (Invitrogen, Life 

Technologies Corporation USA Inc.). As frações contendo a proteína recombinante 

quimérica foram então dialisadas contra tampão fosfato-salino (PBS, do inglês 

phosphate-buffered saline) (8 mM NaH2PO4, 2,3 mM Na2HPO4, 130 mM NaCl, 

pH=7,4) overnight, sob constante agitação, a 4˚C. 

A determinação da concentração das proteínas foi realizada por análise de 

predição, utilizando o software ImageQuant™ TL versão 8.1 (GE Healthcare USA 

Inc.), aplicando como base comparativa uma curva de calibração com 

concentrações definidas de albumina de soro bovino (ASB, Invitrogen, Life 

Technologies Corporation USA Inc.). 

 

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE)  

As eletroforeses foram realizadas de acordo com protocolos estabelecidos 

pelo grupo. Os géis de empilhamento foram obtidos utilizando 3% de acrilamida/bis-
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acrilamida, a partir das soluções estoque [12% (m/v) acrilamida (Invitrogen, Life 

Technologies Corporation USA Inc.), 1,2% (m/v) bis-acrilamida (Invitrogen, Life 

Technologies Corporation USA Inc.) e 0,25 mM Tris (Invitrogen, Life Technologies 

Corporation USA Inc.), 0,2% (m/v) dodecil sulfato de sódio (SDS, Invitrogen, Life 

Technologies Corporation USA Inc.)] e polimerizados utilizando 0,1% (m/v) de 

persulfato de amônio (Sigma-Aldrich USA Co. LLC) e 12 μL de TEMED (Invitrogen, 

Life Technologies Corporation USA Inc.) para 5 mL de solução final. Os géis de 

separação foram obtidos utilizando 12% ou 15% de acrilamida/bis-acrilamida, a 

partir de soluções estoque [30% (m/v) acrilamida, 0,8% (m/v) bis-acrilamida e 0,75 

mM Tris, 0,2% (m/v) SDS] e polimerizados utilizando 0,1% (m/v) de persulfato de 

amônio e 12 μL de TEMED para 9 mL de solução final. 

As eletroforeses foram realizadas a 140 V em solução tampão Tris-glicina [35 

mM SDS, 160 mM glicina (Synth, Labsynth Produtos para Laboratórios BRA Ltda.), 

25 mM Tris-HCl]. Os géis foram corados em solução corante [1% (m/v) Coomassie 

blue R250 (USB Affymetrix USA Inc.), 45% (v/v) metanol e 10% (v/v) ácido acético 

(Synth, Labsynth Produtos para Laboratórios BRA Ltda.)] e descorados com solução 

descorante (45% (v/v) etanol e 10% (v/v) ácido acético glacial). As amostras foram 

preparadas em tampão de amostra [concentração final: 2,5% (m/v) glicerol, 4% (m/v) 

SDS, 25 mM 2-mercaptoetanol (Bio-Rad Laboratories USA Inc.), 12,5 mM Tris-HCl e 

0,025 mM azul de bromofenol (Bio-Rad Laboratories USA Inc.)] e aquecidas a 97°C 

por 2 minutos. 

 

3.6. Ensaio de Immunobloting  

As proteínas recombinantes NLP-CSPCT e NLP-CSPR foram submetidas à 

eletroforese em SDS-PAGE 12% conforme descrito anteriormente, e após esta, as 

amostras separadas no gel de acrilamida/bis-acrilamida foram eletrotransferidas 

para membranas de nitrocelulose Hybond N (GE Healthcare USA Inc.) em tampão 

de transferência (160 mM glicina, 25 mM Tris e 20% (v/v) metanol) a 90 V por 30 

minutos, utilizando o sistema de transferência semi-úmida Bio-Rad (Bio-Rad 

Laboratories USA Inc.). As membranas foram coradas com solução Ponceau-S 

(0,1% Ponceau red (Bio-Rad Laboratories USA Inc.) e 10% ácido acético) para 

confirmação da transferência, e em seguida foram incubadas por 16-18 horas, a 
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4°C, em solução de bloqueio [5% (m/v) leite em pó desnatado (Molico®, Nestlé CHE 

S.A., Vevey, VD), 2,5% (m/v) albumina sérica bovina em PBS].  

Após este período, as membranas foram incubadas por 1 hora a T.A., com os 

anticorpos monoclonais primários anti-PvCSP-VK210 (2F2) e anti-PvCSP-VK247 

(2E10.E9) gerados pelo Dr. Alan Cochrane (dados não publicados) ou anti-caxumba-

NP (7B10) (Abcam; Ab9880)  na diluição de 1:2.000 (v/v) ou anticorpo policlonal anti-

P. vivax like na diluição de 1:2.000, (v/v), sob condições reduzidas. Após 3 lavagens 

de 10 minutos com PBS-T [0,05% Tween 20, (v/v), Invitrogen, Life Technologies 

Corporation USA Inc.], a membrana foi incubada com o anticorpo anti-IgG de 

camundongo conjugado à peroxidase (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories USA 

Inc., Gaithersburg, MA) na diluição de 1:3.000 em solução de bloqueio por 1 hora a 

T.A. Após 3 lavagens com PBS-T, a revelação por quimioluminescência, utilizando 

kit ECL Western Blotting Analyses System (GE Healthcare USA Inc.) ocorreu, em 

sala escura, expondo a membrana ao filme fotográfico (GE Healthcare USA Inc.) e 

este às soluções de revelação e fixação (Eastman Kodak USA Co., Rochester, NY). 

 

3.7. Cromatografia líquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC) das 

NLPs 

As proteínas recombinantes NLP-CSPCT e NLP-CSPR purificadas, foram 

analisadas por cromatografia líquida de alta performance em fase reversa (RP-

HPLC) utilizando uma coluna C4 Vydac (4,6 mm × 250 mm, para partículas de 300 

Hm) em um sistema HPLC Shimadzu LC Solution (Shimadzu JPN Corp., Kyoto, KY). 

O procedimento foi realizado no Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas 

da FCF/USP, no Laboratório de Toxinas e Produtos Naturais de Algas. Utilizou-se 

um gradiente de acetonitrila (Merck KGaA DEU Inc.) de 0-100% em 0,1% de ácido 

trifluoracético (TFA, Thermo Fisher Scientific USA Inc.) / 90% acetonitrila a 

aproximadamente 24°C, sob um fluxo de 1 mL/minuto por 40 minutos. A eluição foi 

monitorada com um detector de absorbância UV–visível (Shimadzu SPD M20A, 

Shimadzu JPN Corp.) a 214 nm (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 

2017). 
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3.8. Dicroísmo Circular 

Os ensaios de dicroísmo circular (DC) foram realizados no 

espectropolarímetro JASCO-J810 (Jasco ITA Corp., Milano, MI) equipado com um 

sistema de controle de temperatura contínuo da Central Analítica (CA) da Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (São Paulo, SP, Brasil). 

As proteínas recombinantes NLP-CSPCT e NLP-CSPR, acondicionadas em uma 

cubeta de quartzo de 5 mm, sofreram 8 scans UV realizados na velocidade de 20 

nm/minuto, entre os comprimentos de onda 260–200 nm com 1 nm de bandwidth 

para respostas de 1 segundo a 20°C. Os espectros foram corrigidos subtraindo o 

sinal do tampão (PBS) e a elipticidade molar (θ) foi calculada para predição das 

estruturas secundárias das proteínas recombinantes utilizando o software CDNN 

Secundary Structure Analysis (Applied Photophysics GBR Ltd., Leatherhead, SU). 

 

3.9. Microscopia eletrônica de varredura 

As amostras foram diluídas para a concentração de 2 µg, e as mesmas foram 

depositadas em grades de microscopia eletrônica revestidas com Formvar-carbono 

(EMS # FCFT200-Cu). As grades foram cobertas e as amostram foram absorvidas 

por 20 minutos em um ambiente seco. O volume de 100 µL de água destilada foi 

colocada em uma folha de parafilme, então as grades com o lado da membrana para 

baixo foram colocadas por 2 minutos para lavar, em seguida, as grades foram 

transferidas para 100 µL de 50% de glutaraldeído 1% (Sigma-Aldrich # G5882) por 5 

minutos e novamente para a gota de água destilada por 2 minutos. Este passo foi 

repetido sete vezes. Para contrastar, as grades foram colocadas em 50 µL de 4% de 

acetato de uranila (EMS, # 22400) por 7 minutos e examinadas no dia seguinte em 

microscopia eletrônica de transmissão, utilizando o microscópio Tecnai FEI G20 a 

200 kV no Centro de Microscopia do Departamento de Desenvolvimento e Biologia 

Celular do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, sob 

supervisão do Professor Ii Sei Watanabe. 

 

3.10. Imunização de camundongos  

http://www.photophysics.com/tutorials/cdnn-secondary-structure-analysis
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A fim de determinar qual a melhor formulação de antígenos a ser utilizada, fizemos 

uma comparação da resposta imune contra diferentes proteínas recombinantes após 

imunizações combinadas. Camundongos fêmeas C57BL/6, de 6 a 8 semanas de vida, 

foram imunizados s.c. com 10 µg de cada proteína recombinante/dose/animal, conforme 

esquema apresentado na figura 8. Estes protocolos foram aprovados pela Comissão de 

Ética para Uso de Animais (CEUA) da FCF-USP (CEUA/FCF 74.2016-P531). As 

tabelas a seguir descrevem o esquema de imunização adotado para cada experimento. 

 Figura 8. Esquema de imunização e coleta de soro para análise. 

 
Tabela 1. Prime-boost homólogo utilizando as proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR e 
Poly (I:C) como adjuvante 

 

 Tabela 2. Prime-boost homólogo utilizando as proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR e 
Montanide ISA 720 como adjuvante 

 

3.11.  Dosagem de anticorpos IgG, especificidade e isotipos de IgG induzidos 

pelas imunizações experimentais em camundongos. 

Para a determinação dos títulos de anticorpos contra as proteínas homologas 

ou contra as variantes alélicas (especificidade), placas de 96 poços modelo high 

binding costar 3590 (Corning, Sigma-Aldrich USA Co. LLC, St Louis, MO) foram 

Grupo Prime Boost (2x) Nº (Animais) Dose/animal 

G1 Poly (I:C) Poly (I:C) 6 50 µg 

G2 NLP-CSPCT NLP-CSPCT 6 10 µg 

G3 NLP-CSPR NLP-CSPR 6 10 µg 

Grupo Prime Boost (2x) 
Nº 

(Animais) 
Dose/animal 

G1 Montanide ISA 720 Montanide ISA 720 6 3:7 (v/v) 

G2 VLP-PvCSCT VLP-PvCSCT 6 10 µg 

G3 VLP-PvCSREPEATS VLP-PvCSREPEATS 6 10 µg 
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sensibilizadas com 200 ng da proteína homóloga NLP-CSPCT ou NLP-CSPR, as FliC-

PvCSP-repeats (LEAL; CAMACHO; TEIXEIRA; BARGIERI et al., 2013) (VK210, 

VK247 ou P. vivax-like) ou a proteína NP-caxumba (Abcam; ab74560), em tampão 

carbonato-bicarbonato [Na2CO3 (0,01 M), NaHCO3 (0,03 M), (pH=9,6)]. Essas 

concentrações foram ajustadas de modo que todas as proteínas fossem 

reconhecidas de forma semelhante pelo anticorpo monoclonal anti-His. As placas 

foram incubadas 16-18 horas a T.A., e após esse período, lavadas 3 vezes com 

PBS-T seguidas da adição de 200 μL/poço de solução leite-PBS [leite desnatado 

(5%) (m/v) e PBS, (pH=7,4)], por 2 horas a 37°C, para bloqueio dos sítios 

inespecíficos. O soro recolhido dos camundongos foi testado em diluições seriadas, 

a partir de 1:100, em um volume de 50 μL, seguido por uma incubação de 1 hora, 

T.A. Após 3 lavagens com PBS-T, foram adicionados 50 μL/poço do anticorpo 

secundário de camundongo anti-IgG conjugado a peroxidase (KPL, Kirkegaard & 

Perry Laboratories USA Inc.), diluído 1:3.000 em solução de bloqueio, 1 hora a T.A., 

com posterior lavagem com PBS-T por 3 vezes. A reação enzimática ocorreu pela 

adição de 1 mg/mL de o-ρ-fenilenediamina (OPD, Sigma-Aldrich USA Co. LLC) e 

0,1% (v/v) (Merck KGaA DEU Inc.])de H2O2 diluídos em tampão fosfato-citrato [200 

mM Na2HPO4 (Synth, Labsynth Produtos para Laboratórios BRA Ltda.)], 218 mM 

C6H8O7 (Synth, Labsynth Produtos para Laboratórios BRA Ltda.); pH=4,8-4,9, 

interrompida pela adição de 50 μL de H2SO4 4N (Synth, Labsynth Produtos para 

Laboratórios BRA Ltda.) e as DO492 determinadas.  

A detecção de anticorpos IgG1, IgG2b, IgG2c e IgG3 nos camundongos 

imunizados, foi realizada como descrito acima, exceto que o anticorpo secundário foi 

substituído por anticorpos isotipo-específicos de camundongo (anti-IgG1, anti-IgG2a, 

anti-IgG2b, anti-IgG2c e anti-IgG3) conjugados a peroxidase (Southern Technologies 

USA Corp., Lake Charles, LA) em uma diluição de 1:3.000.  

Os títulos de anticorpos específicos foram definidos como a maior diluição 

com uma DO492 superior a 0,1. Os resultados foram expressos como títulos de 

anticorpos em log10 ± erro padrão da média (SEM) (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; 

DENAPOLI et al., 2017). 
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3.12. ELISPOT de células B 

O ensaio de ELISPOT foi realizado para enumeração de células secretoras de 

IgG específicas e totais. Para o coating foram utilizadas placas de ELISPOT 

(Millipore MSHAN4B50). Inicialmente, 1 µg/mL de cada uma das proteínas 

recombinantes separadamente [yPvCSP-AllCT, NLP-CSPCT, FliC-VK210, FliC-

VK247, FliC-Pv-like No repeats (que contém somente as regiões N e C-terminal da 

proteína CS) ou NP-Caxumba (que contém somente o nucleocapsídeo do vírus da 

caxumba) e para enumeração de células secretoras de IgG totais, foi utilizado um 

anticorpo IgM de captura (Jackson ImmunoResearch)] as placas foram incubadas 

overnight a 4ºC. No dia seguinte as mesmas foram lavadas 4 vezes com PBS-T 1X - 

0,05% Tween 20 (PBS - 0,05%T20) e 4 vezes com PBS. Em seguida, bloqueadas 

por 2 horas com meio de cultura RPMI-10%FBS. Depois do bloqueio, o meio de 

cultura foi removido das placas e cerca de 5x105 de esplenócitos e células da 

medula óssea foram isolados, contados e plaqueados em diluições de 3 vezes em 

série em meio R10. As placas ELISPOT foram incubadas por período overnight a 

37ºC em estufa de 5% de CO2. Depois, as células foram removidas por inversão e 

as placas lavadas 4 vezes com solução de PBS-T. Depois, uma solução de 

anticorpos secundários biotinilados anti-IgG (Jackson ImmunoResearch) de 

camundongos, diluídos 1:1.000 em solução de PBS - 0,05% Tween 20 - 2% FBS, 

foram incubadas individualmente por 90 minutos, a temperatura ambiente, no 

escuro. Em seguida, as placas foram lavadas novamente por 4 vezes com solução 

PBS - 0,05%T20 por 4 vezes e uma solução de Avidin D - HRP (Vector labs), diluída 

1:3.000 em PBS - 0,05% Tween 20 - 2% FBS, foi adicionada. A incubação com 

Avidin foi realizada por 2 horas à temperatura ambiente, no escuro. As placas foram 

lavadas, novamente, por 4 vezes com solução PBS-T e 4 vezes com solução PBS. 

Por fim, o ensaio foi revelado a partir da adição do substrato filtrado 3-amino 9-

etilcarbazol (AEC - BD™ ELISPOT cat 551951) às placas. Após revelação, todos os 

poços foram lavados com água corrente e as placas, secas e mantidas no escuro 

até obtenção das imagens de cada poço através do leitor automatizado AID ISPOT 

(AID – Autoimunn Diagnostika GmbH, Alemanha) (FABRIS; NUNES; SCHUCH; DE 

PAULA-SILVA et al., 2020). 
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3.13. Desafio utilizando parasitos transgênicos 

3.13.1. Parasitos, camundongos e mosquitos 

Utilizamos esporozoítos (SPZ) do P. berghei ANKA expressando os repeats 

VK210 da proteína CSP de P. vivax (Pb/PvVK210), conforme descrito (YADAVA; 

SATTABONGKOT; WASHINGTON; WARE et al., 2007). Os camundongos 

C57BL/6JRj foram adquiridos na Janvier Labs. Todas os experimentos com animais 

foram aprovados pelo Comitê de Cuidado e Uso de Animais do Institut Pasteur 

(CETEA Institut Pasteur 2013-0093, Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la 

Recherche MESR 01324) e foram realizados de acordo com as diretrizes e 

regulamentos europeus (directive 2010/63/EU). Para todos os testes, fêmeas de 6 a 

8 semanas foram usadas e alocadas aleatoriamente em gaiolas. Dois experimentos 

independentes de imunização/desafio foram realizados usando 7 animais por grupo. 

Mosquitos Anopheles stephensi (linhagem SDA500) foram criados no Centro 

de Produção e Infecção de Anófeles (CEPIA) no Institut Pasteur usando 

procedimentos padrão. Para a produção Plasmodium spp. SPZs, mosquitos foram 

alimentados com sangue de camundongos RjOrl:SWISS infectados, 1–2 dias após a 

eclosão e mantidos em câmara umidificada a 21°C. Uma semana após a infecção, 

os mosquitos infectados com Pb/PvVK210 foram alimentados novamente com 

sangue de camundongos RjOrl:SWISS naive. Para as injeções na planta do pé, 

foram coletadas Pb/PvVK210 SPZs das glândulas salivares infectadas 21–28 dias 

após a última alimentação dos mosquitos (ALIPRANDINI; TAVARES; PANATIERI; 

THIBERGE et al., 2018). 

 

3.13.2. Desafio com os esporozoítos 

Os SPZs transgênicos Pb/PvVK210 foram mantidos em mosquitos fêmeas de 

Anopheles stephensi, como descrito acima. O número total de SPZs foi determinado 

usando uma lâmina de vidro Kova e 5.000 SPZs em 1μL de PBS foram 

microinjetados intradérmicamente na base da pata dos camundongos, usando uma 

seringa NanoFil (World Precision Instruments).  

A parasitemia foi determinada por citometria de fluxo, uma vez que os 

parasitos trangenicos expressam a proteína verde fluorescente (GFP do inglês green 

fluorescent protein) e realizada do dia 4 ao dia 10 após o desafio, onde 200.000 

eritrócitos foram examinados para cada amostra. A análise quantitativa das 
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hemácias parasitadas foi determinada usando o log da parasitemia no dia 5 após a 

infecção, quando os parasitos no sangue ainda estão crescendo exponencialmente 

(ALIPRANDINI; TAVARES; PANATIERI; THIBERGE et al., 2018). O Teste ANOVA, 

seguido do teste Tukey, foram aplicados. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significantes quando P <0,05. 

 

3.14. Sorologia contra o vírus da caxumba 

Para a determinação da sorologia contra o vírus da caxumba, as amostras 

foram divididas em dois grupos. O primeiro são indivíduos que vivem em áreas 

endêmicas para P. vivax, e o segundo são indivíduos que vivem em área não 

endêmica e que sabidamente foram imunizados com a vacina contra caxumba. 

Primeiramente selecionamos pacientes não infectados e sabidamente imunizados 

com a vacina tríplice viral ou que foram infectados naturalmente pelo vírus da 

caxumba (12 pacientes de São Paulo), pacientes não infectados com P. vivax no 

momento da coleta, de áreas endêmicas (8 pacientes de Macapá, 32 de Belém) e 

pacientes infectados com P. vivax no momento da coleta de áreas endêmicas (16 de 

Porto Velho/Macapá e 24 de Goianésia). 

O teste ELISA foi executado utilizando o kit Euroimmun (cod. EI2630-9601-G 

Caxumba – IgG), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

4. RESULTADOS 

4.1. Expressão e purificação das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR. 

O objetivo desta etapa foi a expressão e purificação das proteínas NLP-

CSPCT e NLP-CSPR com a finalidade de serem utilizadas nos protocolos de 

imunização.  

A figura 9 demonstra o resultado da expressão das proteínas NLP-CSPCT e 

NLP-CSPR em meio BMGY (meio repressor) e BMMY (meio indutor), no 

sobrenadante da cultura, no decorrer de 72 horas com suplementação de 1% de 

metanol a cada 24 horas.  
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Figura 9. Curva representativa da expressão da proteína NLP-CSPCT. A análise por SDS-PAGE 
referente a expressão da NLP-CSPCT em P. pastoris foi feita sob condições redutoras em gel de 
poliacrilamida a 12%. As letras A, B, C representam o processo de expressão da proteína NLP-
CSPCT, nos tempos de 24h, 48h e 72h respectivamente, após a indução com metanol a 1% (v/v). PM 
representa o marcador de massa molecular.  

 

Como é possível observar, após 72 horas de processo, o nível de expressão 

foi satisfatório, apresentando bom rendimento de cada proteína. As referidas 

proteínas possuem padrão de migração de massa molecular entre 50-55kDa, não 

apresentaram degradação visível. Assim, utilizamos os sobrenadantes para as 

etapas de purificação.  

 

4.2. Purificação das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR 

Aplicamos estas duas metodologias de purificação com a finalidade de se 

obter proteínas no mais alto grau de pureza, para que assim, as mesmas possam 

ser utilizadas nas próximas etapas do projeto. 

Os cromatogramas do processo de purificação estão representados na Figura 

10, após a purificação por afinidade em coluna de níquel e por troca-iônica.  

kDa    

35,0 

45,0      

66,2    

  PM         A           B            C          

25,0     
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Figura 10. Purificação das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR por cromatografia de afinidade e 
troca-iônica. As figuras (A) e (B) representam os cromatogramas da purificação por afinidade das 
proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR respectivamente. As amostras foram injetadas em solução de 
equilíbrio, contendo tampão fosfato 20 mM e NaCl 0,5 M e coletadas em solução de eluição, 
contendo tampão fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M e imidazol 0,5 M.  As figuras (C) e (D) representam as 
mesmas proteínas que, posteriormente a cromatografia por afinidade, foram purificadas em 
cromatografia de troca-iônica. As amostras foram injetadas em tampão Tris-HCl pH 8,0 20 mM e 
eluídas em tampão Tris-HCl  20 mM pH 8,0 e NaCl 50 mM. O eixo das abcissas representa o tempo 
de corrida e as frações onde foram coletados os picos da amostra e no eixo das ordenadas está 
representado a intensidade de absorbância do pico (mAU). As frações contendo os picos foram 
coletadas e dialisadas em tampão Tris-HCl 20 mM (após cromatografia por afinidade) ou PBS (após 
cromatografia por troca-iônica) overnight. 

 

Com as duas diferentes metodologias de purificação foi possível obter as 

proteínas em concentração e pureza adequadas para serem utilizadas nas etapas 

de caracterização biofísica e posteriormente nas imunizações experimentais. 

 

A     B     

C     D     
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4.3. Caracterização biofísica das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR. 

4.3.1. Cromatografia líquida de alta eficiência 

Após as etapas de purificação, as proteínas foram submetidas à avaliação 

quanto a sua pureza através da cromatografia líquida de alta performance em fase 

reversa (RP-HPLC), metodologia de alta sensibilidade, capaz de detectar 

contaminantes presentas nas amostras, sejam eles provenientes de uma purificação 

de baixa eficiência ou produto de degradação das proteínas. Os cromatogramas 

abaixo (Figura 11) representam a avaliação do grau de pureza de cada uma das 

proteínas analisadas. 

 
Figura 11. Cromatogramas representativos obtidos por RP-HPLC das proteínas recombinantes 
NLP-CSPCT e NLP-CSPR. Cromatograma de RP-HPLC, utilizando um gradiente de eluição 
combinando tampão “A” [TFA (0,1%) (v/v), água) e “B” (TFA (0,1 %) (v/v), acetonitrila (90%) (v/v)], 
24°C, 1 mL/minuto por 40 minutos, em uma coluna C4. A figura (A) referente a proteína NLP-CSPCT e 
a figura (B) NLP-CSPR.  

 

É possível observar um pico majoritário em cada um dos cromatogramas, 

concluindo que as amostras se encontram puras e sem produtos de degradações 

em níveis detectáveis, demonstrando que as etapas de purificação foram eficientes. 

 

4.3.2. Immunoblotting  

Os ensaios de immunoblotting também foram realizados após a purificação 

das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR. Este ensaio possui como finalidade 

confirmar que as proteínas foram expressas em sua integralidade, mostrando o 

reconhecimento dos epitopos das mesmas por anticorpos monoclonais, como 

apresentado na figura 12. 

 

B     A     
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Figura 12. Immunobloting em condições redutoras das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR. As 
proteinas NLP-CSPCT e NLP-CSPR são representadas em todas as imagens nas linhas 1 e 2, 
respectivamente. A figura representa o gel de SDS-PAGE a 12% em condições redutoras (2µg de 
carda proteína por poço) onde MM significa massa moleucar e mostrando o padrão de migração entre 
50-55 kDa. Os demais figuras representam as proteínas sendo reconhecidas por anticorpos 
monoclonais anti-VK210 e anti-VK247, e NP-caxumba e pelo anticorpo policlonal anti-P. vivax-like no 
ensaio de western blotting. 

 

É possível observar que as proteínas purificadas são reconhecidas por 

anticorpos monoclonais (mAb) (mAb VK210 2F2 e mAb VK247 2E10.E9), assim 

como por anticorpos policlonais anti-P. vivax-like (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; 

DENAPOLI et al., 2017) e por mAb anti-nucleocapsídio do vírus da caxumba (mAb 

7V10). Com este ensaio, concluímos que as proteínas além de puras, foram 

expressas integralmente, como esperado, não ocorrendo perda de epítopos, 

mantendo-se em conformação adequada para serem reconhecidas por anticorpos 

monoclonais específicos. 

 

4.3.3. Dicroísmo circular 

O Dicroísmo circular ou CD (do inglês Circular Dichroism) é uma técnica 

espectroscópica que tem como base a medida da absorbância diferencial entre as 

duas rotações de luz circularmente polarizada por uma molécula assimétrica. 

Quando as proteínas interagem com a luz circularmente polarizada, provocam 

uma alteração nessa luz incidente, produzindo um gráfico do comprimento de onda 

(nm) pela variação ótica em miligraus (mDeg). Como resultado final, obtemos 

informações cruciais da estrutura secundária de uma proteína em solução. 

kDA 

66,5 

45,0 

35,0 

 

25,0 

MM   1       2            1           2              1          2               1            2             1          2     
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As leituras dos ensaios de dicroísmo circular (Figura 13) foram obtidos de 

cada amostra e deconvoluídos utilizando o programa CDNN Secundary Structure 

Analysis para se obter os gráficos apresentados abaixo.  

Figura 13. Espectro de dicroísmo circular das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR. Os gráficos 
foram plotados a partir da normalização de 8 leituras acumulativas de cada proteína. 
 
 

Os resultados mostraram bandas negativas próximo a região de 222 e 208 

nm, correspondente às proteínas que possuem estruturas randômicas. As 

percentagens estimadas de α-hélix, folhas β (antiparalelas, paralelas) e random coil 

estimadas, encontram-se na tabela 3. Como avaliação final, as diferenças nos 

padrões dos espectros próximos de 200nm sugerem maior estabilidade da proteína 

NLP-CSPCT.  

 
 

Tabela 3. Composição da estrutura secundária das proteínas NLP-CSPCT e NLP-
CSPR após deconvolução. 

 

4.3.4. Microscopia eletrônica de transmissão 

A análise por microscopia eletrônica de transmissão (MET) das proteínas NLP 

purificadas, teve como objetivo confirmar de forma visual a formação das partículas 

semelhantes as estruturas virais. Esta técnica é empregada na maioria dos trabalhos 

que envolvem o desenvolvimento de plataformas baseadas VLPs. 

  α-hélices Folhas β 
antiparalelas 

Folhas β 
paralelas 

Ligações entre 
folhas β 

Randômicas 

NLP-CSPCT 14,4 19,1 17,2 22,0 49,3 

NLP-CSPR 13,2 20,3 18,2 22,4 50,9 

NLP-CSP
CT

 NLP-CSP
R
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Os resultados revelaram grandes quantidades de estruturas circulares, o que 

mostrou algumas características em comum com as VLPs. (Figura 14). Essas 

estruturas circulares apareceram como formas flexíveis de 15-20 nm de diâmetro. A 

formação de NLPs em sistemas de expressão utilizando leveduras ocorrem na 

ausência de outras proteínas virais, como descrito anteriormente (SLIBINSKAS; 

ZVIRBLIENE; GEDVILAITE; SAMUEL et al., 2003).  

Figura 14. Caracterização das proteínas NLP-CSPCT ou NLP-CSPR por MET. As proteinas NLP-
CSPCT e NLP-CSPR foram negativamente fixadas com 0,5% de acetato de uranila e vizualidos em 
microscópio eletrônico de varredura. As flechas em vermelho apontam as estruturas observadas. 

 

Com a somatória de todos os resultados das análises executadas para 

realizar a caracterização biofísica das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR, 

concluímos que ambas estavam aptas a seguirem para as próximas etapas, onde 

realizamos a caracterização imunológica das mesmas. 

 

4.4. Caracterização imunológica das proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR 

4.4.1. Expressão das variantes alélicas VK210, VK247 e P. vivax like utilizadas 

para o teste de ELISA. 

Uma vez que o objetivo do grupo é a produção de uma vacina universal 

contra P. vivax, as proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR possuem as três variantes 

alélicas da proteína CSP predominantes no mundo, como descrito no item 1.5. 

Portanto, com a finalidade de avaliar individualmente a resposta de anticorpos contra 

cada variante alélica, as proteínas yPvCSP-VK210, yPvCSP-VK247 e yPvCSP-P. 

vivax-like foram expressas e purificadas para que posteriormente fossem utilizadas 
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no teste de ELISA. Os protocolos de expressão destas proteínas já foram 

estabelecidos anteriormente por Gimenez e colaboradores (GIMENEZ; LIMA; 

FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017) 

A figura 15 representa os cromatogramas das etapas de purificação por 

afinidade e o gel de SDS-PAGE a 12% mostrando cada proteína ao final do 

processo.  

 

 

Figura 15. Cromatografia de troca-iônica - yPvCSP-VK210, yPvCSP-VK247 e yPvCSP-P. vivax-
like e eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%. As figuras (A), (B) e (C) representam os 
cromatogramas da purificação por cromatografia de afinidade das variantes yPvCSP-VK210, 
yPvCSP-VK247 e yPvCSP-P. vivax-like, respectivamente. As amostras foram injetadas em solução 
de equilíbrio contendo 20 mM de tampão fosfato e 0,5 M de NaCl e foram coletadas em solução de 
eluição contendo tampão fosfato 20 mM, 0,5 M de NaCl e 0,5 M de imidazol. No eixo das abcissas 
representa o tempo de corrida e as frações onde foram coletadas as amostras, no eixo das 
ordenadas é representado a intensidade de absorbância do pico (mAU).  As frações contendo o pico 
foram coletadas e dialisadas em PBS  overnight, para posteriormente serem quantificadas. A figura D 
– representa o gel de SDS-PAGE 12% sob condições redutoras corado com azul de coomassie. As 
proteínas possuem massa molecular entre 45-55 kDa. Foram aplicados 2 µg de: (1) PM, (2) yPvCSP-
VK210, (3) yPvCSP-VK247 e (4) yPvCSP-P. vivax-Like 
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C 
  1        2         3          4     
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Todas as três proteínas foram obtidas com sucesso e em rendimento/pureza 

de acordo com os padrões estabelecidos, para aplicação nos ensaios de ELISA. 

 

4.4.2. Avaliação da resposta de anticorpos em camundongos imunizados com 

NLP-CSPCT ou NLP-CSPR em esquema de imunização prime-boost homólogo 

na presença do adjuvante Poly (I:C). 

Com a finalidade de avaliar a imunogenicidade bem como a magnitude da 

resposta imune mediada por anticorpos, as proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR 

foram formuladas utilizando o Poly (I:C) como adjuvante, como descrito na tabela 1. 

O Poly (I:C) é um análogo sintético de uma dupla fita de RNA (dsRNA) que ativa a 

via TLR3, RIG-I/MDA5 e PKR, induzindo a ativação de diversas vias inflamatórias, 

incluindo NF-kB e IRF (APOSTOLICO JDE; LUNARDELLI; COIRADA; BOSCARDIN 

et al., 2016; YAMAMOTO; SATO; HEMMI; HOSHINO et al., 2003; YU; LEVINE, 

2011). 

Os resultados estão apresentados na figura 14, e os anticorpos foram 

analisados individualmente contra cada alelo da PvCSP, após 14 dias de cada uma 

das três doses administradas. A diferença entre os títulos de anticorpos foi 

estatisticamente calculada. Este experimento foi realizado em dois ensaios 

independentes com a finalidade de confirmar os resultados obtidos. 
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A 

Figura 16. Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com NLP-CSPCT ou NLP-CSPR na presença do adjuvante Poly (I:C). Os títulos de 
anticorpos IgG contra as proteínas recombinantes representando cada alelo da PvCSP (A VK210, B VK247 e C P. vivax-like) foram analisados por ELISA. 
Foram administradas 3 doses da formulação com intervalo de 14 dias entre cada uma. A concentração do adjuvante Poly (I:C) foi de 50µg/dose/animal em 
todos os grupos. Os grupos de camundongos foram imunizados com: (G1) Poly (I:C); (G2) NLP-CSPCT (10μg/dose/camundongo) + Poly (I:C) e (G3) NLP-
CSPR (10μg/dose/camundongo) + Poly (I:C). Os resultados são expressos como os títulos da média aritmética de cada grupo em (log10 ± SEM erro padrão 
da média ±SEM, do inglês standard error of the mean), e foram comparados estatisticamente com teste ANOVA seguido pelo Turkey test. Diferenças 
significativas entre os grupos são indicadas no gráfico: Onde ns (não significativo) P> 0,05, *P<0,05. 
 
 

É possível constatar que as proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR, em repostas a ambas as variantes alélicas, geraram altos 

títulos de anticorpos após as três doses administradas. Para a maioria das comparações realizadas não houve diferença 

estatística, exceto quando comparado os títulos de anticorpos entre os grupos imunizados com a NLP-CSPCT e NLP-CSPR após a 

terceira dose para a yPvCSP-VK-210 (P=0.0138) e yPvCSP-VK247 (P0.0300). 

 

B 
C 
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4.4.3. Determinação da longevidade dos anticorpos anti-NLP-CSPCT e anti-NLP-CSPR empregando Poly (I:C) como 

adjuvante. 

A determinação da longevidade da resposta imune foi analisada a partir do experimento executado no item 4.4.2 onde o 

mesmo foi conduzido até o 102º dia, tendo como finalidade avaliar por quanto tempo os anticorpos se mantinham circulantes até o 

início de seu decaimento.  

Figura 17. Avaliação da longevidade da resposta de anticorpos IgG em camundongos imunizados com as formulações contendo as proteínas 
NLP-CSPCT ou NLP-CSPR na presença do adjuvante Poly (I:C). Camundongos foram imunizados com 3 doses no intervalo de 14 dias cada. A longevidade 
foi monitorada por 102 dias. Foram administradas 3 doses da formulação com intervalo de 14 dias entre cada uma. A concentração do adjuvante Poly (I:C) 
foi de 50µg/dose/animal em todos os grupos. Os grupos de camundongos foram imunizados com: (G1) Poly (I:C); (G2) NLP-CSPCT (10μg/dose/camundongo) 
+ Poly (I:C) e (G3) NLP-CSPR (10μg/dose/camundongo) + Poly (I:C). 
 

Ao final do experimento foi possível notar uma queda no título de anticorpos para ambas as formulações e em resposta para 

as diferentes variantes alélicas de PvCSP, contudo o mesmo ocorreu de forma gradativa, o que já era esperado. 
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4.4.4. Avaliação da resposta de anticorpos em camundongos imunizados com NLP-CSPCT ou NLP-CSPR em esquema de 

imunização prime-boost homólogo emulsionado com o adjuvante Montanide ISA 720. 

Assim como descrito no ensaio anterior, utilizando Poly (I:C), os mesmos parâmetros foram aplicados para este 

experimento, porém utilizando o Montanide ISA 720 como adjuvante como descrito na Tabela 2 e os gráficos com os títulos de 

anticorpos contra cada variante representados na figura 18.  

Figura 18. Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com NLP-CSPCT ou NLP-CSPR na presença do adjuvante Montanide ISA 720. Os 
títulos de anticorpos IgG contra as proteínas recombinantes representando cada alelo da PvCSP (A VK210, B VK247 e C P. vivax-like) foram analisados por 
ELISA. Foram administradas 3 doses da formulação com intervalo de 14 dias entre cada uma. A concentração do adjuvante Montanide ISA 720 foi na 
proporção de 7:3 adjuvante/proteína. Os grupos de camundongos foram imunizados com: (G1) Montanide ISA 720; (G2) NLP-CSPCT (10μg/dose/mouse) + 
Montanide ISA 720 e (G3) NLP-CSPR (10μg/dose/mouse) + Montanide ISA 720. Os resultados são expressos como os títulos da média aritmética de cada 
grupo em (log10 ± SEM), e foram comparados estatisticamente com teste ANOVA seguido pelo Turkey test. Diferenças significativas entre os grupos são 
indicadas nos gráficos: Onde ns (não significante) P> 0,05, ** P<0,01 e ***P<0,001.  

 

 

C A B 
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Neste ensaio os títulos de anticorpos foram notavelmente altos, onde os valores já foram expressivos desde a primeira dose 

administradas. Após a terceira dose, o título de anticorpos atingiu aproximadamente Log 10x6. Para a maioria das comparações 

realizadas não houve diferença estatística, exceto para a variante yPvCSP-VK210 (P=0.0006) e yPvCSP-VK247 (P=0.0043), 

quando comparados os títulos de anticorpos entre as proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR, após a segunda dose. O experimento 

também foi realizado em dois ensaios independentes. 
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4.4.5. Determinação da longevidade dos anticorpos IgG em camundongos imunizados com as formulações contendo as 

proteínas, NLP-CSPCT ou NLP-CSPR, emulsionadas com o adjuvante Montanide ISA 720. 

O ensaio de longevidade também foi realizado para este experimento como observado na figura 19.  

 

Figura 19. Avaliação da longevidade da resposta de anticorpos IgG em camundongos imunizados com as formulações contendo as proteínas, 
NLP-CSPCT ou NLP-CSPR na presença do adjuvante Montanide ISA 720. Camundongos foram imunizados com 3 doses no intervalo de 14 dias cada. A 
longevidade foi monitorada por 102 dias. Foram administradas 3 doses da formulação com intervalo de 14 dias entre cada uma. A concentração do adjuvante 
Montanide foi na proporção de 70:30 adjuvante/proteína. Os grupos de camundongos foram imunizados com: (G1) Montanide ISA 720; (G2) NLP-CSPCT 
(10μg/dose/mouse) + Montanide ISA 720 e (G3) NLP-CSPR (10μg/dose/mouse) + Montanide ISA 720. 
 

 

 

. 
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Os resultados foram similares paras as variantes VK210 e VK247, mantendo 

o decaimento de maneira lenta e progressiva. Já a variante P. vivax-like, teve uma 

queda mais proeminente em relação as demais. 

Apesar dos altos títulos de anticorpos contra todas as variantes alélicas da 

PvCSP, observamos duas potenciais implicâncias na utilização do Montanide ISA 

720 para as próximas etapas deste estudo. A primeira é relacionada à questões 

farmacotécnicas, uma vez que o preparo da emulsão exige certa destreza, pois a 

fase oleosa precisa ser vigorosamente misturada com a fase aquosa, e após 

formulado a vacina precisa ser aplicada imediatamente, o que inviabilizaria a 

produção da vacina já emulsionada com o adjuvante. O segundo potencial 

impedimento, são as graves reações cutâneas observadas nos animais que 

receberam este adjuvante. Todos os camundongos apresentaram lesões severas, 

semelhantes a necrose, no local da injeção. Sem dúvidas, este é um agravante em 

sua aplicação para humanos. 

A partir destas evidencias, as análises subsequentes deste trabalho foram 

direcionadas as proteínas formuladas com adjuvante Poly (I:C). 

 

4.4.6. Avaliação da resposta de isotipos de IgG anti-NLP-CSPCT e anti-NLP-

CSPR 

Os títulos das subclasses de IgG específicos para os alelos da PvCSP, foram 

mensurados entre os grupos no 14° dia após a terceira dose e a significância da 

resposta foi avaliada.   

Estas informações são importantes e se fazem necessárias para que 

possamos elucidar o padrão de resposta gerada utilizando cada um dos antígenos. 

A resposta medida por células Th1 (Th, do inglês “T helper”) estimula a ativação de 

células T citotóxicas e macrófagos, bem como estimulam a mudança de classe de 

anticorpos secretados por células B, sendo principal imunoglobulina a IgG2c. Já 

respostas mediadas por células Th2 estimulam uma potente proliferação de células 

B que geram anticorpos neutralizantes, sendo a IgG1 a principal subclasse 

produzida por esta célula. 
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Em relação a resposta humoral em camundongos, a razão IgG1/IgG2c<1 

sugere uma resposta semelhante a Th1, enquanto a razão IgG1/IgG2c>1 representa 

uma resposta semelhante a Th2. Assim, a figura 20 nos mostra como cada antígeno 

estimulou o sistema imune baseado nas subclasses de IgG. 

 

Figura 20. Análise das subclasses de anticorpos (IgG) em camundongos imunizados com a 
NLP-CSPCT e NLP-CSPR. (A) camundongos C57BL/6 foram imunizados s.c. com três doses em 
intervalos de 14 dias entre cada dose com as NLPs (10ug / dose) na presença do adjuvante Poly 
(I:C), de acordo com o esquema apresentado. (B) As subclasses de anticorpos contra cada NLP 
foram analisadas e a razão IgG1/IgG2c foi destacada abaixo do gráfico. Todos os resultados são 
expressos como os títulos médios aritméticos de cada grupo em (log10 ± SEM) e foram comparados 
estatisticamente usando One-Way ANOVA, seguida pelo Turkey test. As diferenças entre os grupos 
são indicadas no gráfico onde *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 e ****P<0.0001.  

 

As respostas contra a proteína NLP-CSPCT resultaram em maiores títulos de 

IgG1 do que de IgG2c (razão - 6.48 e P<0,0001), enquanto uma razão balanceada 

entre IgG1 e IgG2c foi encontrada para a NLP-CSPR (razão - 0.33 e P=0.0040). 

Ao comparar os títulos de anticorpos de uma mesma subclasse, mas em 

diferentes grupos, nós observamos um aumento significativo de IgG2b para o grupo 
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dos animais imunizados com a proteína NLP-CSPR (P=0.0279) bem como de IgG2c 

(P<0.0001). 

Em um modelo animal de infecção por P. falciparum, um candidato a vacina 

também induziu anticorpos anti-CSP do tipo IgG2 que estavam associados à 

proteção (SCHWENK; DEBOT; PORTER; NIKKI et al., 2014). Por outro lado, a 

proteína NLP-CSPCT apresentou padrão oposto, com predominância de IgG1. 

Assim, nossos dados sugerem que a presença da região C-terminal da PvCSP na 

proteína NLP-CSPCT pode alterar o tipo de subclasses de resposta de anticorpos 

geradas, tendo como predominância a subclasse IgG1. 

  

4.4.7. Determinação da especificidade de anticorpos anti-NLP-CSPCT e anti-

NLP-CSPR. 

O próximo passo para compreender melhor a resposta de anticorpos gerada 

pela imunização com as NLPs, foi avaliar contra quais regiões da proteína estavam 

sendo direcionados os anticorpos. 

Para isso, realizamos o teste de ELISA, onde, cada uma das porções da 

sequência que constituem as proteínas quiméricas, foi utilizada como “coating” nas 

placas. Além disso, as proteínas homólogas (NLP-CSPR e a NLP-CSPCT) foram 

utilizadas para avaliar o título total de anticorpos, ou seja, a somatória de todas as 

respostas.  

Assim sendo, empregamos cada uma das variantes alélicas da proteína 

PvCSP (FliC’s) VK210, VK247 e P. vivax-like (LEAL; CAMACHO; TEIXEIRA; 

BARGIERI et al., 2013), também a proteína contendo apenas as regiões 

conservadas, N- e C-terminal, da PvCSP (Pv-No repeat) (TEIXEIRA; TARARAM; 

LASARO; CAMACHO et al., 2014) além da nucleocapsídeo do vírus da caxumba, 

como mostra a Figura 21. 
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Figura 21. Resposta específica de anticorpos (IgG) em camundongos imunizados com a NLP-
CSPCT e NLP-CSPR. Grupos de 6 camundongos C57BL/6 foram imunizados s.c. com três doses em 
intervalos de 14 dias entre cada dose com as NLPs (10ug/dose) na presença do adjuvante Poly (I: C), 
de acordo com o esquema apresentado anteriormente. As figuras (A) e (B), representam os grupos 
imunizados com NLP-CSPCT e NLP-CSPR respectivamente e mostram o reconhecimento especifico 
das repetições centrais das três variantes alélicas (repetições FliC-PvCSP) pelos anticorpos, bem 
como a região N-C terminal (No repeats), além também da porção viral (Caxumba-NP). Todos os 
resultados são expressos como os títulos médios aritméticos de cada grupo em (log10 ± SEM) e 
foram comparados estatisticamente usando One-Way ANOVA, seguida pelo Turkey test. *P<0.05, 
**P<0.01,***P<0.001 e ****P<0.0001.  
 
 

Altos títulos de anticorpos foram mensurados contra as proteínas homólogas 

(maiores que 10x5) e cada uma das variantes alélicas, nos dois grupos (maiores que 

10x4), exceto para os camundongos vacinados com a NLP-CSPR, aos quais os 

títulos de anticorpos para variante VK247 foram significativamente menores em 

comparação com outras variantes, P. vivax-like (P<0.0001) e VK210 (P=0.0001). O 

soro dos camundongos vacinados com a NLP-CSPCT apresentou títulos de 

anticorpos para a variante P. vivax-like significativamente maiores quando 

comparados com a variante VK210 (P=0.0395), mas não significante quando 

comparado com a variante VK247 (P=0.6255). Vale ressaltar que, como já se 

esperava, há altos títulos de anticorpos também contra as regiões conservadas (Pv-

No repeats), nos animais imunizados com a NLP-CSPCT (aproximadamente 10x4).  

Os camundongos imunizados com a proteína NLP-CSPR apresentaram baixos títulos 

de anticorpos, como previsto, para a proteína Pv-No repeats (10x3) pois, apesar da 
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construção contemplar 6 aminoácidos que pertencem a região RI (N-terminal), ela 

não possui a região RII (C-terminal). 

Os títulos de anticorpos contra a proteína do nucleocapsídeo do vírus da 

caxumba foram significativamente menores em comparação com praticamente todas 

as variantes em ambos os grupos, exceto para VK247 do grupo imunizado com a 

NLP-CSPR (P= 0.9998).  

Esses achados nos levaram a conclusão que ambas as formulações vacinais 

induzem baixa resposta contra a proteína NP do vírus da caxumba, porém, apenas a 

formulação contendo NLP-CSPCT induziu altos títulos de anticorpos para todos os 

domínios da PvCSP, tanto para as porções variantes quanto para as porções 

conservadas. 

Baseados nesses achados, nós consideramos que somente a formulação 

NLP-CSPCT em combinação como o adjuvante Poly (I:C) é a melhor candidata para 

seguir adiante nos demais ensaios. 

 
 

4.4.8. Soroprevalência dos anticorpos específicos contra o vírus da caxumba e 

proteína NP em residentes de áreas endêmicas e não-endêmicas para malária.  

Considerando a presença de um componente viral antigênico do vírus da 

caxumba nas formulações aqui propostas, essa análise foi necessária para elucidar 

a seguinte questão: Qualquer memória imunológica contra o vírus da caxumba na 

população em geral (gerado pela vacina ou pela exposição natural) poderia interferir 

com a resposta imune contra as  PvCSP, como demonstrado para outras 

formulações (SEKALY, 2008). Portanto, medimos os anticorpos séricos específicos 

para o vírus da caxumba e sua NP, em indivíduos de áreas endêmicas e não-

endêmicas para malária (Figura 22A) utilizando kit comercial de ELISA e também  

comparando no mesmo cenário a resposta de anticorpos contra a proteína NLP-

CSPCT e a proteína NP somente (Figura 22B).  
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Figura 22. Comparação da resposta de anticorpos contra proteínas do vírus da caxumba e 
antígeno vacinal NLP-CSPCT. (A) A sorologia de indivíduos infectados por P. vivax no memento da 
coleta (n = 40), indivíduos que vivem em área endêmica porem não infectados por  P. vivax no mento 
da coleta (n = 40) e indivíduos imunizados ou que já tiveram caxumba em área não endêmica para P. 
vivax (n = 12) foi investigada usando um kit comercial ELISA. A linha tracejada no gráfico indica o 
limite mínimo (DO492 = 0,3) para considerar um indivíduo imunizado contra o vírus da caxumba, 
conforme indicado no manual do fornecedor. (B) Os mesmos soros foram testados novamente por 
ELISA contra a proteína NP e contra o antígeno vacinal NLP-CSPCT. Todos os resultados são 
expressos como DO492 (densidade ótica) e foram comparados estatisticamente usando One-Way 
ANOVA, seguida pelo Turkey test, onde ****P<0.0001 e ns (não significante) P>0,05. 

 

Embora a maioria dos indivíduos tenha testado positivo para caxumba, 

demonstrando que a grande parte deles já foram expostos ou vacinados contra o 

vírus, eles eram negativos para a proteína NP (P<0.0001), independentemente da 

área de origem ou qualquer pré-exposição à malária. Assim este resultado está de 

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

Malária (+) Malária (-)

Área endêmica

Área não endêmica

**** ns

ns

Anti-NLP-CSPCT

Anti-NP-Caxumba

D
O

B 

A 

0.0

0.5

1.0

1.5

Malária (+) Malária (-)

Área endêmica

Área não endêmica

**** Anti-Caxumba

Anti-NP-Caxumba
****

****
D

O



57 
 

acordo com a baixa soroprevalência de anticorpos específicos para a NP do vírus da 

caxumba relatados anteriormente (ALLWINN; ZEIDLER; STEINHAGEN; 

ROHWADER et al., 2011). 

Um outro dado relevante, é que os soros de pacientes positivos para malária 

no momento da coleta mostraram uma diferença significativa quando testados contra 

a proteína NLP-CSP ou contra a proteína NP (P<0.0001). Este dado indica que 

nosso antígeno vacinal é reconhecido por anticorpos de indivíduos que foram 

expostos ao P. vivax, não havendo diferença significativa em soros obtidos de 

indivíduos de área não endêmica. Com isso concluímos que a proteína NP não gera 

altos títulos de anticorpos específicos, não interferindo no reconhecimento das 

sequencias representantes da PvCSP. 

 

4.4.9. Detecção de células secretoras de anticorpos específicas para NLP-

CSPCT no baço e medula óssea de camundongos imunizados. 

Uma vez que observamos altos títulos de anticorpos contra todas as variantes 

alélicas da proteína PvCSP em camundongos imunizados com NLP-CSPCT, 

seguimos para o teste de ELISPOT, a fim de determinar a geração de células 

secretores da anticorpos específicas (CSA) contra cada uma das porções da 

proteína NLP-CSPCT, sejam no baço ou na medula óssea, de camundongos 

imunizados no mesmo esquema que em experimentos anteriores.  

Para a análise das CSA no baço, grupos de camundongos foram 

eutanasiados nos dias 0 e 5 após a terceira dose, já que os esplenócitos tiveram seu 

pico de frequência de CSA medida 5 dias após o Segundo boost, (SILVEIRA; 

KASTURI; KOVALENKOV; RASHEED et al., 2015), já para a coleta das células da 

medula, outros grupos de camundongos foram eutanasiados nos dias 0 e 30, 

respectivamente.  

Os ensaios de ELISPOT foram dirigidos contra duas proteínas quiméricas, a 

PvCSP-AllCT e NLP-CSPCT, e também avaliados contra cada um dos três alelos, além 

das as regiões conservadas da PvCSP, e por fim, contra a proteína NP do vírus da 

caxumba, bem como o total de células secretoras e IgG, como mostra a figura 23. 



58 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

yP
vC

S
P
-A

ll C
T

N
LP

-C
S
P C

T

FliC
-V

K
21

0

FliC
-V

K
24

7

FliC
-P

v-
lik

e

N
o 

re
pe

at
s

N
P
-C

ax
um

ba

0

10

20

30

F
re

q
u

ê
n

c
ia

 d
e

 C
S

A
 (

%
)

B
a

ç
o

Dia 0

Dia 5

***

*
**

**
*

**
***

****

**
** ns

*

***

*

ns

C 

A 

yP
vC

S
P
-A

ll C
T

N
LP

-C
S
P C

T

FliC
-V

K
21

0

FliC
-V

K
24

7

FliC
-P

v-
lik

e

N
o 

re
pe

at
s

N
P
-C

ax
um

ba

Ig
G

 T
ot

al

1

10

100

1000

10000

N
ú
m

e
ro

 d
e
 C

S
A

 (
Ig

G
)/

m
ilh

ã
o

B
a

ç
o

Dia 0

Dia 5

*

**
**

***

*

ns
ns

ns

*
***

**
**

*
***

****
***

****

B 



59 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Resposta das células secretoras de anticorpos (CSA) em 
camundongos imunizados com NLP-CSPCT. Camundongos C57BL/6 foram 
imunizados com três doses de NLP-CSPCT conjugado com o adjuvante Poly (I: 
C). A resposta de CSA específica ao antígeno no baço foi medida nos dias 0 e 
5, e na medula óssea nos dias 0 e 30 após a última dose. Um exemplo 
representativo da resposta CSA específica para yPvCSP-AllCT, NLP-CSPCT, 
FliC-VK210, FliC-VK247 e FliC-P. vivax-like no baço é mostrado na figura (A), 
enquanto o da medula óssea é mostrado em (D). Os poços mostrados nas 
respectivas figuras foram plaqueados com 0,5×105 células. As CSA totais 
foram medidas para células secretoras de IgG específicas contra as proteínas 
acima mencionadas. Os símbolos nos gráficos representam as contagens 
CSA médias observadas por milhão de células, enquanto as barras 
representam o erro padrão da média ±SEM (B e E) e a frequência (C e F). Os 
resultados foram comparados estatisticamente aplicando one-way ANOVA 
seguido pelo Tukey’s test. As diferenças significativas entre os grupos são 
denotadas no gráfico: *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 e ****P<0,0001. 
Diferenças não significativas (ns) são indicadas (P>0,05). O experimento foi 
realizado duas vezes com 4 camundongos por grupo. 
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As figuras 23A e 23D são representativas das leituras dos poços da placa de 

ELISPOT onde é possível observar a representação visual do número de spots em 

cada poço. 

Em comparação ao dia 0, um aumento significativo do número de CSA 

específicas para os repeats da variante P. vivax-like (P=0.0097), para as porções 

conservadas da PvCSP (Pv-No repeats) (P=0.0401), yPvCSP-AllCT (P=0.0139), NLP-

CSPCT (P=0.0032) e NP do vírus da caxumba (P=0.0006) foi observado no baço dos 

animais imunizados (Figura 23B). Entretanto, o número de CSA específicas para as 

variantes VK210 e VK247 não foi significativamente alterada em comparação no dia 

0 e no dia 5, assim como a frequência do total de células secretoras de IgG. Em 

contraste, células da medula óssea foram testadas para frequência de CSA, 30 dias 

após o segundo reforço, pois essas células necessitam de mais tempo para migrar 

para esse local (KASTURI; KOZLOWSKI; NAKAYA; BURGER et al., 2017). Uma 

frequência aumentada de CSA específicas para as duas proteínas quiméricas 

PvCSP-AllCT e NLP-CSPCT foi encontrada na medula óssea (Figura 23E). Apesar da 

terceira dose ter aumentado a resposta geral para as duas proteínas quiméricas 

yPvCSP-AllCT (P=0.0004) e NLP-CSPCT (P=0.0031), para a variante P. vivax-like 

(P=0.0278) e IgG total (P=0.0207), nenhum aumento na expressão foi observado 

para as outras regiões da proteína PvCSP analisadas (VK210, VK247, Pv-No 

repeats) e proteína NP. A resposta não-específica (total de células secretoras de 

IgG) foi, como esperado, a mesma em ambos os órgãos, independentemente do 

tempo após o estímulo. A resposta específica para PvCSP representam cerca de 

10% do total de CSA no baço e na medula óssea nos dias 5 e 30 após o estímulo, 

respectivamente (Figura 23C e F). 

Portanto, os dados obtidos por ELISPOT se correlacionam com os altos 

títulos de anticorpos dos soros desses camundongos observados no teste de ELISA. 

A magnitude dos títulos de anticorpos presentes no soro foram os mesmos dos 

anticorpos secretados por CSA de longa duração presentes na medula óssea e de 

CSA recém-formadas (brevemente presentes na recirculação e em órgãos linfoides 

secundários onde são formados, bem como em tecidos inflamados enquanto estes 

permanecerem inflamados). Como a imunização com NLP-CSPCT induz altos títulos 

de anticorpos contra todas as regiões variáveis e conservadas da proteína PvCSP, 

isso pode representar grande quantidade de CSA geradas após a primeira e 



61 
 

segunda doses que atingiram a medula óssea. Algumas das CSA parecem terem 

sido formadas após a terceira dose, refletido no aumento o número de CSA contra 

algumas porções da proteína observadas no baço 5 dias após a terceira imunização 

e nos títulos de anticorpos contra P. vivax-like, assim como no aumento do número 

de CSA na medula óssea 30 dias após a terceira imunização, para todas as porções 

da proteína presente na vacina.  

 

4.4.10. Avaliação da eficácia da vacina 

Uma das formas mais eficazes de analisar a eficácia de uma vacina e através 

de um teste de desafio. Essa abordagem já foi utilizada anteriormente e mostrou ser 

efetiva na demonstração de proteção induzida por vacinação (DE CAMARGO; DE 

FREITAS; GIMENEZ; LIMA et al., 2018; GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI 

et al., 2017). Entretanto, P. vivax não infecta roedores. Considerando que o P. 

berghei é um parasito que infecta murinos, utilizamos o parasito quimérico 

Pb/PvVK210, no qual os repeats da proteína PbCSP foram substituídos pela PvCSP 

(VK210), como descrito anteriormente (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO 

et al., 2013).  

Os grupos de camundongos foram imunizados 3 vezes com a proteína NLP-

CSPCT mais o adjuvante Poly (I:C), ou apenas com o adjuvante. Trinta dias após a 

terceira dose, os camundongos foram desafiados com 5.000 esporozoítos 

Pb/PvVK210 (Figura 24A) e após o 4º dia do desafio, amostras de sangue foram 

diariamente coletadas e analisadas por citometria de fluxo acompanhando a 

evolução da parasitemia (Figura 24B) 

Foram confirmadas a proteção estéril de 2 dos 7 camundongos até o décimo 

dia após o desafio, enquanto que todos os animais do grupo controle estavam 

infectados no quarto dia após o desafio, atingindo 1% de parasitemia no 6º dia 

(Figura 24C). Além da proteção estéril parcial, onde a diferença foi estatisticamente 

significativa entre os grupos (P=0.0012) a parasitemia foi cerca de 10 vezes menor, 

já excluindo os animais protegidos, no grupo imunizado com a combinação NLP-

CSPCT + Poly (I:C), em comparação com o grupo controle (Figura 24D, P=0.0051).



62 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
Figura 24. Avaliação da parasitemia após a imunização de camundongos imunizados com a proteína NLP-CSPCT e desafiados utilizando P. berghei 
transgênico. (A) camundongos C57BL/6 foram imunizados s.c. com Poly (I:C) ou uma mistura de Poly (I:C) e 10µg de proteína recombinante NLP-CSPCT 
seguindo o esquema descrito. No dia 58 após a iniciação, os camundongos foram desafiados com 5.000 esporozoítos transgênicos Pb/PvVK210. (B) A 
parasitemia foi analisada por citometria de fluxo e a porcentagem de glóbulos vermelhos infectados (IRBCs) nos dias 4, 5 e 6 após a infecção (p.i.) foi 
transformada em log para normalização da parasitemia antes da análise estatística. (C) O log da parasitemia no dia 5 (D5) pós-desafio foi medido em 
camundongos de cada grupo imunizado. A significância foi determinada pelo teste t não pareado bicaudal (teste de Mann-Whitney). (D) Curva de 
sobrevivência com a porcentagem de camundongos não infectados em cada grupo. 
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5. DISCUSSÃO 

 

É indiscutível de que a malária ainda é um grave problema de saúde pública 

que afeta milhares de vidas ao redor do mundo. Apesar dos inúmeros esforços no 

combate contra esta doença, o número de óbitos ainda é elevado, chegando a mais 

de 405 mil mortes por ano (WHO, 2019). 

Os investimentos mais expressivos são direcionados para o combate do P. 

falciparum, que afeta principalmente a região da África subsaariana, o que acarreta 

muitas vezes a negligencia para outras espécies de Plasmodium, que são 

consideradas menos graves (WHO, 2019). Dentre as estratégias de prevenção, o 

desenvolvimento de vacinas é notoriamente o que traz melhor custo/benefício. 

Formulações vacinais que visem bloquear a infecção pelos esporozoítos são 

uma das estratégias com maiores chances de sucesso, isso porque é durante esta 

fase do ciclo na qual há um dos menores números de parasitas (GRAUMANS; 

JACOBS; BOUSEMA; SINNIS, 2020). Estima-se que na maioria das picadas dos 

mosquitos são inoculados cerca de 8 a 40 esporozoítos, sendo assim, anticorpos 

contra esta forma do parasito tem maior chance de impedir a progressão do ciclo, 

enquanto que no estágio sanguíneo existem dezenas de milhares de parasitos 

circulantes, sendo mais difícil sua eliminação (GRAUMANS; JACOBS; BOUSEMA; 

SINNIS, 2020). Outro ponto de extrema importância é que essas formulações podem 

contribuir para a diminuição dos casos de recaídas, pois impediria a infecção dos 

hepatócitos e formação de novos hipnozoítos no fígado, reforçando a importância de 

se desenvolver vacinas com foco nesta fase do ciclo (WHITE; AMINO; MUELLER, 

2017).  

No que se refere ao uso de VLPs como sistema de entrega de antígenos, o 

mesmo já se mostrou uma boa estratégia no desenvolvimento de vacinas eficientes. 

Este sistema baseia-se na utilização de proteínas de superfície dos mais diversos 

tipos de vírus. Alguns casos bem sucedidos de vacinas baseadas em VLP são 

formulações contra o Papilomavírus Humano (HPV), assim como Cervarix®, 

Gardasil® e Gardasil9®, e a vacina contra o vírus da Hepatite B (HBV) (MOHSEN; 

ZHA; CABRAL-MIRANDA; BACHMANN, 2017). 

Em relação a vacina contra malária, a vacina RTS,S, estruturada em forma de 

VLP carreando a proteína CS de P. falciparum como antígeno, conseguiu a 
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aprovação nos ensaios clínico de fase III e atualmente encontra-se em um projeto de 

implementação piloto em três países na África (ADEPOJU, 2019). 

Todavia, o emprego de VLPs deve ser considerado com cautela, uma vez que 

em análise comparativa realizada entre duas formulações vacinais semelhantes 

contendo a proteína CS, uma na forma de antígeno solúvel e outra na forma de VLP, 

mostrou que esta última, apesar de apresentar uma alta resposta específica para o 

antígeno, títulos significativamente altos foram detectados também contra 

componente viral (VANLOUBBEECK; PICHYANGKUL; BAYAT; YONGVANITCHIT 

et al., 2013). 

A necessidade de desenvolvimento de novas estratégias para melhorar a 

eficácia de uma vacina contra P. vivax levou nosso grupo a exploração da 

nucleocapsídeo do vírus da caxumba (NP) como sistema de entrega de antígeno, 

sendo assim, diferentemente da estratégia empregada no desenvolvimento da 

RTS,S, não utilizamos uma proteina de superficie, então, aos invés de gerar uma 

“Virus Like Particle”, temos o que chamamos de “Nucleo Like Particle” (NLP) 

(KINGSTON; BAASE; GAY, 2004).  Esse carreador foi selecionado após levarmos 

em conta dois fatos: a proteína NP é fracamente reconhecida mesmo em indivíduos 

vacinados contra caxumba (ALLWINN; ZEIDLER; STEINHAGEN; ROHWADER et 

al., 2011), e a utilização da levedura P. pastoris, uma vez que este sistema de 

expressão já havia sido explorado com sucesso para a produção de NLPs 

(SLIBINSKAS; ZVIRBLIENE; GEDVILAITE; SAMUEL et al., 2003). O emprego da 

levedura Pichia pastoris já é amplamente descrito como um dos mais eficientes 

sistemas para a produção de proteínas recombinantes, gerando proteínas com 

alto grau de pureza e ótimo rendimento (GIMENEZ; FRANCOSO; ERSCHING; 

ICIMOTO et al., 2016; VICENTIN; FRANCOSO; ROCHA; IOURTOV et al., 2014; 

WANG; JIANG; WANG, 2016) além da capacidade de expressar partículas virais na 

forma de NLPs e VLPs (SARASWAT; ATHMARAM; PARIDA; AGARWAL et al., 

2016; SHUKLA; RAJPOOT; ARORA; PODDAR et al., 2017) 

Previamente, nós mostramos que a proteína PvCSP expressa em P. pastoris 

possui alta imunogenicidade, provocando a geração de anticorpos capazes de 

reconhecer esporozoítos de P. vivax e conferir proteção moderada contra teste de 

desafio (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017).  
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Analisando as variáveis apresentadas e, com o objetivo de aumentar a 

resposta imunológica contra a proteína CS, clonamos, purificamos e caracterizamos 

com sucesso duas NLPs carregando a sequência da proteína PvCSP. As 

formulações permaneceram estáveis e apresentaram a conformação estrutural 

apropriada, evidenciado pelo diâmetro médio da partícula que corresponde ao 

nucleocapsídeo do vírus da caxumba, que foi confirmado após ensaio de 

microscopia eletrônica de varredura (SLIBINSKAS; ZVIRBLIENE; GEDVILAITE; 

SAMUEL et al., 2003). Em termos de comparação com a VMP001, que é a vacina 

contra P. vivax em estágio mais avançado de estudos, a ausência da região N-

terminal da proteína PvCSP, que contêm epítopos para células TCD4, na nossa 

formulação pode apresentar uma vantagem adicional se comparada a VMP001, uma 

vez que a resposta de células TCD4+ foi direcionada a região N-terminal em 90% 

dos indivíduos vacinados com esta vacina; tal resposta não foi protetora contra a 

infecção controlada de malária humana (BENNETT; YADAVA; TOSH; 

SATTABONGKOT et al., 2016).  

Nossas duas formulações também induziram altos títulos de anticorpos 

detectados em soros de camundongos 14 dias após a terceira dose, mostrando 

magnitude e longevidade de resposta satisfatórios, além de produzirem fortes 

respostas de anticorpos contra todas as 3 regiões repetidas de PvCSP, e uma 

resposta ainda maior contra a variante P. vivax-like. Este padrão de resposta 

corrobora com o observado em trabalhos anteriores (TEIXEIRA; TARARAM; 

LASARO; CAMACHO et al., 2014), demonstrando que a geração de anticorpos 

específicos contra as regiões repetidas da PvCSP não foi afetada pela presença da 

sequência viral. 

 Em relação aos adjuvantes empregados nos protocolos de imunizações, o 

Montanide ISA 720 que tem sido empregado em testes pré-clínicos (AREVALO-

HERRERA; VERA; CASTELLANOS; CESPEDES et al., 2011) e clínicos de fase I e 

voluntários sadios, havendo relatos de reações cutâneas que variam de moderadas 

a severas (HU; CHEN; GU; WAN et al., 2008; MCCARTHY; MARJASON; ELLIOTT; 

FAHEY et al., 2011; ROESTENBERG; REMARQUE; DE JONGE; HERMSEN et al., 

2008). Durante a execução de nossos experimentos, também observamos reações 

cutâneas nos animais vacinados, fato este que resultaram na descontinuidade dos 

testes com este adjuvante. O Poly (I:C) ativa diferentes receptores de 
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reconhecimento de padrões, como TLR3, RIG-I/MDA5 e PKR, desencadeando 

várias vias inflamatórias, incluindo NF-kB e IRF (YAMAMOTO; SATO; HEMMI; 

HOSHINO et al., 2003; YU; LEVINE, 2011) provocando uma resposta inflamatória do 

tipo Th1 tanto em camundongos quanto em humanos e, assim, foi levantada a 

hipótese de que essa resposta poderia contribuir para a proteção (PEREZ-

MAZLIAH; LANGHORNE, 2014). Em trabalhos previamente publicados pelo nosso 

grupo, mostramos que Poly (I:C) era responsável por aumentar não apenas a 

imunogenicidade das proteínas recombinantes de PvCSP após a vacinação (LEAL; 

CAMACHO; TEIXEIRA; BARGIERI et al., 2013; TEIXEIRA; TARARAM; LASARO; 

CAMACHO et al., 2014), mas também a proteção após desafio com parasitos 

transgênicos (DE CAMARGO; DE FREITAS; GIMENEZ; LIMA et al., 2018; 

GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017).  

No que tange às respostas humorais em camundongos, a razão IgG1/IgG2c 

<1 sugere uma resposta semelhante a Th1, enquanto a razão IgG1/IgG2c > 1 

representa uma resposta semelhante a Th2. Nossos resultados mostram que a 

formulação da vacina contendo a NLP-CSPR induziu uma predominância de IgG2c 

sobre IgG1. Em modelo animal de infecção por P. falciparum, avaliado por Schwen e 

colaboradores, um candidato a vacina também induziu anticorpos anti-CSP do tipo 

IgG2 e que foram associados à proteção (SCHWENK; DEBOT; PORTER; NIKKI et 

al., 2014). Por outro lado, a proteína NLP-CSPCT apresentou padrão oposto, com 

predominância de IgG1. Assim, nossos dados sugerem que a presença da região C-

terminal da PvCSP na proteína NLP-CSPCT pode alterar a conformação do antígeno, 

destacando outros epítopos relacionados à resposta de IgG2, onde,  apesar de 

ocorrer a predominância de anticorpos IgG1, houve uma proteção com menor 

parasitemia e maior sobrevida de camundongos imunizados e desafiados. Porém, 

uma questão que deve ser levada em consideração, é que permanece a dúvida se 

uma formulação com respostas tão específicas em camundongos, pode apresentar 

um padrão semelhante em humanos e ainda ser protetora. 

Os altos níveis de anticorpos presentes no soro dos camundongos são 

resultantes do aumento do número de CSA (Células Secretoras de Anticorpos) 

específicas no baço dos animais 5 dias após a segunda dose. A maioria das CSA 

geradas após a primeira e segunda doses da vacina devem ter alcançado a medula 

óssea no dia 0 após a terceira dose, indicando que o nível “basal” de CSA 
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específicas pode já estar alto. Em nossa formulação vacinal, uma vez que todas as 3 

variantes das regiões não conservadas da PvCSP estavam presentes na mesma 

proteína quimérica e na mesma proporção molecular, diferenças na cinética de CSA 

específicas para P. vivax-like e No-repeats não eram esperadas. Apesar de os 

mecanismos envolvidos nessa resposta não estarem dentro do escopo desse 

projeto, algumas das hipóteses a seguir podem ser levadas em consideração: (i) 

Algumas regiões da proteína, em sua estrutura terciária, podem estar mais 

disponíveis para a ligação de anticorpos do que outras, o que pode conferir uma 

vantagem para ativação de células B.  Esta característica das células B é uma das 

mais importantes e é extensivamente estudada para antígenos como a 

hemaglutinina (HA) do vírus Influenza e a proteína gp120 do vírus HIV (ANGELETTI; 

GIBBS; ANGEL; KOSIK et al., 2017; ANGELETTI; KOSIK; SANTOS; YEWDELL et 

al., 2019); (ii) Além disso, o reconhecimento de alguns epítopos pode interferir com a 

disponibilidade de anticorpos que se ligam a outros epítopos. Apesar de esse ser um 

fenômeno raro, ele já foi documentado na imunidade de anticorpos contra PfCSP em 

pacientes infectados (KISALU; IDRIS; WEIDLE; FLORES-GARCIA et al., 2018).  

Desconsiderando os mecanismos envolvidos, é inegável que a terceira 

imunização provocou a formação de maior número de CSA para as regiões 

conservadas da proteína PvCSP e para a variante P. vivax-like. Nem todas as CSA 

formadas até esse ponto vão contribuir para a imunidade a longo prazo geralmente 

observada na medula óssea, mas algumas vão e podem ser detectadas quando a 

resposta geral é analisada (CSA específica para PvCSP-AllCT e NLP-CSPCT). Esse 

aumento na resposta geral a longo prazo indica a necessidade de uma terceira dose 

e que pode refletir na eficácia da vacina. É interessante notar que a mesma resposta 

de CSA é observada contra PvCSP-AllCT e NLP-CSPCT.Esse resultado reafirma o 

observado com o padrão de anticorpos, indicando que a fusão da NP em relação à 

construção quimérica da proteína CSP não afetou o reconhecimento dos epítopos 

de PvCSP. Além disso, quando os diferentes componentes da proteína são 

analisados individualmente, nenhum aumento no número de CSA específicas para 

esses componentes, na medula óssea, 30 dias após a terceira dose, foi observado. 

Isso sugere que a imunidade a longo prazo eficiente já foi formada pela primeira e 

segunda imunizações (impressão sorológica).  Consequentemente, a terceira 

imunização parece melhorar a imunidade de longo prazo já existente, sendo de 
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particular importância para o reforço da imunidade necessária para atingir células de 

memória que contribuem para a proteção geral, como visto para a vacina contra 

Influenza (LEE; PAPARODITIS; HORTON; FRUHWIRTH et al., 2019).  

Um dos maiores embates enfrentados pelos grupos de pesquisa que 

desenvolvem vacinas contra P. vivax é superar os próprios obstáculos relacionados 

à biologia do parasito, sendo um fator que impacta significativamente no sucesso do 

desenvolvimento de novas vacinas. Isso porque, o isolamento e identificação de 

subespécies e, posteriormente, o cultivo do parasito em cultura celular são os 

principais desafios in vitro (NOULIN; BORLON; VAN DEN ABBEELE; 

D'ALESSANDRO et al., 2013; UDOMSANGPETCH; KANEKO; CHOTIVANICH; 

SATTABONGKOT, 2008). 

Dessa forma, a estratégia que tem permitido estudar potenciais vacinas 

contra malária vivax baseia-se na utilização de parasitos transgênicos, que 

expressam proteínas envolvidas no ciclo do P. vivax (OTHMAN; MARIN-

MOGOLLON; SALMAN; FRANKE-FAYARD et al., 2017). A utilização do P. berghei 

se mostrou uma estratégia interessante, onde Espinosa e colaboradores (2013), 

através de técnicas moleculares, fizeram a substituição da região central da proteína 

CS de P. berghei pela região central (variante VK210) de P. vivax para uso em 

ensaios de desafio experimental  (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al., 

2013). Estes parasitos quiméricos vêm sendo aplicados como uma alternativa em 

estudos pré-clínicos de novas vacinas. 

Nos testes de desafio empregando parasitas transgênicos, nossa formulação 

foi capaz de conferir proteção estéril em aproximadamente 30% dos animais 

imunizados e desafiados, além de gerar uma queda significante (de 

aproximadamente 10 vezes) na parasitemia de animais não protegidos de forma 

estéril.  

No caso de vacinas contra a malária em desenvolvimento, foi demonstrado ao 

longo dos anos que as respostas imunes, especialmente de anticorpos, precisam de 

quantidade e qualidade para fornecer proteção. Recentemente, nosso grupo de 

pesquisa mostrou que títulos de IgG anti-PvCSP acima de 104, obtidos através da 

imunização, poderiam fornecer proteção parcial em modelos de malária murina (DE 

CAMARGO; DE FREITAS; GIMENEZ; LIMA et al., 2018; GIMENEZ; LIMA; 

FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017). Em nosso trabalho, ambas as formulações 
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desencadearam títulos de IgG semelhantes entre si, sendo superiores a 105. No 

entanto, a amplitude dos epítopos PvCSP reconhecidos (repetições centrais ou 

região C-terminal) foi maior, dependendo da formulação usada. 

Em uma breve comparação com nossos resultados anteriores (GIMENEZ; 

LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017), apesar da metodologia utilizada para 

determinar a proteção ser a mesma, existem diferenças em alguns pontos. Para 

utilizar uma rota de imunização mais adequada para a comparação com futuros 

resultados de vacinação em humanos, a via intraperitoneal usada por Gimenez et al. 

foi modificada pela via subcutânea nesse projeto. Também as condições do desafio 

foram reforçadas, onde ao invés de utilizarmos a inoculação de 4.000 esporozoítos 

por animal, utilizamos 5.000, além da avaliação da parasitemia, onde substituímos a 

metodologia de leitura, antes realizada por esfregaço, para a leitura utilizando 

citometria de fluxo, que é um método mais sensível e preciso. Por essas razões, 

consideramos que a proteção estéril observada neste estudo é, pelo menos, 

equivalente com os resultados anteriores. A respeito de outras formulações que são 

capazes de conferir um alto nível de proteção em modelos murinos, como Rv21 

(SALMAN; MONTOYA-DIAZ; WEST; LALL et al., 2017), a comparação é ainda mais 

difícil: não apenas a via de administração é diferente (i.m versus s.c), mas também a 

construção do parasito transgênico foi realizada utilizando abordagens diferentes 

(ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al., 2013; SALMAN; MONTOYA-

DIAZ; WEST; LALL et al., 2017), e o sistema de desafio variou de i.v. para i.d., 

respectivamente. 

Nos casos de malária causada pelo P. vivax, um fator complicador na 

patologia da doença, é a presença da forma latente do parasito, o hipnozoíto, que é 

responsável pelas recaídas da doença. A respeito disso, a diminuição da 

parasitemia em 10 vezes vai além do que se é visto, já que alguns dos esporozoítos 

que não foram capazes de alcançar o fígado dariam origem aos hipnozoítos. 

Portanto, a vacinação que confere “apenas” uma proteção parcial, hipoteticamente 

também contribui para a diminuição do número de recaídas (WHITE; AMINO; 

MUELLER, 2017). Por outro lado, não foi possível testar essa possibilidade de 

produção de hipnozoítas após o desafio parasitário, pois o parasito transgênico 

Pb/Pv ainda é biologicamente P. berghei, espécie esta que não gera hipnozoítos em 

camundongos.  
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O número de esporozoítos usados no modelo de infecção e o uso de 

parasitos transgênicos (Pb/Pv) são dois outros pontos a serem considerados. Para o 

teste de desafio, 5.000 SPZs foram usados, o que é um número muito alto se 

comparado com a infecção natural pela picada do mosquito, na qual em um 

indivíduo é inoculado com menos de 40 SPZs (ROSENBERG; WIRTZ; SCHNEIDER; 

BURGE, 1990). Apesar de parasitos transgênicos causadores da malária serem 

ferramentas importantes para a elucidação da eficácia de vacinas, seu uso pode 

produzir resultados que subestimam a eficácia das mesmas, as limitações na 

diversidade de antígenos expressos dificulta a real avaliação da proteção, já que não 

é possível realizar a substituição total da proteína CS, além do P. berghei, como dito 

anteriormente, não gerar hipnozoítos (GALINSKI; BARNWELL, 2008; OTHMAN; 

MARIN-MOGOLLON; SALMAN; FRANKE-FAYARD et al., 2017). Assim, este 

parasito transgênico é construído pela substituição apenas da região dos repeats da 

proteína CS do P. berghei com os aminoácidos correspondentes da variante VK210 

de P. vivax (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al., 2013).  Contudo, a 

formulação vacinal desse estudo gerou anticorpos contra as variantes VK210, 

VK247, e P. vivax-like, e as regiões RI e C-terminal. O teste de desafio indica 

apenas a eficácia protetora dos anticorpos direcionados para a variante VK210, 

portanto, a eficácia das formulações desenvolvidas nesse estudo pode ser ainda 

maior quando considerada no caso de infecção natural.  

Os dados obtidos nesse estudo demonstram que nossa formulação se 

apresenta como uma boa candidata universal contra P. vivax e dão subsídios pra 

posteriores testes pré-clínicos, onde a segurança da formulação será avaliada. 

Como encerramento deste trabalho, trazemos uma reflexão acerca da 

importância em se prosseguir com o desenvolvimento de uma vacina contra P. vivax, 

já que a vacinação, como explanado neste trabalho, é a estratégia de prevenção 

com melhor custo-benefício, contribuindo substancialmente para a melhoria da 

qualidade de vida da população que vive em áreas endêmicas. Vale ressaltar que, 

apesar do P. vivax não ser a espécie que causa maior mortalidade, é a mais 

amplamente distribuída no mundo, onde as recorrentes infecções ou recaídas, 

devido à presença latente do parasito, afetam significativamente a vida dos que são 

infectados, sendo necessário repetir os longos tratamentos inúmeras vezes. Na vida 

das crianças a morbidade decorrente do processo de infecção afeta, inclusive, no 
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desenvolvimento da aprendizagem, decorrente dos inúmeros afastamentos das 

atividades escolares para tratamento.  

Como apresentado anteriormente, o desenvolvimento de uma formulação 

eficaz contra malária é bastante complexa, levando anos para definir as melhores 

combinações de antígenos e adjuvantes. Por exemplo, só recentemente a primeira 

vacina contra P. falciparum entrou em fase implementação na África, após mais de 

30 anos de pesquisa e, promovendo uma proteção de 30 a 40% dos pacientes. 

Embora nenhuma formulação já estudada promova completa proteção, há de se 

compreender que estes grupos de indivíduos protegidos, também deixariam de ser 

reservatórios do parasito, assim, além de não serem afetados pela doença, também 

diminuem a propagação da mesma. Este fenômeno, ao longo do tempo, impactaria 

significativamente no controle da doença, juntamente com as demais estratégias de 

controle e prevenção existentes. 

Por último, infelizmente o desenvolvimento de uma vacina contra P. vivax é 

de baixo interesse para grandes indústrias do setor privado, principalmente por ser 

uma doença negligenciada, que afeta regiões carentes e com pouca estrutura de 

saúde. O papel das universidades públicas nesta temática é fundamental para suprir 

essa lacuna causada por este setor. Todavia, o acesso dos laboratórios de pesquisa 

às etapas subsequentes do desenvolvimento de uma vacina é bastante dispendioso, 

já que é necessário, após o ensaios pré-clínicos, iniciar um longo processo de 

estudos em humanos, sendo nessa etapa, que temos que contar com a colaboração 

das indústrias nacionais públicas, que podem assumir as etapas de testes clínicos 

por terem estrutura adequada para isto. Somente com essa união de forças é que 

realmente conseguiremos entregar para a sociedade o fruto de décadas de esforços 

e contribuir efetivamente para sanar o problema da malária em nosso país. 
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6. CONCLUSÕES 

1. Duas novas proteínas quiméricas foram obtidas com alto grau de pureza, 

compostas pela sequência da proteína de nucleocapsídeo do vírus da caxumba 

fusionada com as diferentes variantes alélicas da PvCSP contendo, ou não, a região 

C-terminal. 

2. As proteínas NLP-CSPCT e NLP-CSPR tiveram sua caracterização biofísica 

realizada, onde, além de confirmar a pureza, também avaliamos a conformação da 

estrutura secundária por dicroísmo circular, além da estrutural, através microscopia 

eletrônica de transmissão, confirmando a formação de partículas semelhantes a 

nucleocapsídeos de ambas as proteínas. 

3. Em ensaios de imunização, ambas as formulações foram eficientes em 

induzir altos títulos de anticorpos IgG e uma elevada frequência de células 

secretoras de anticorpos contra as proteínas homólogas na presença do adjuvante 

Poly (I:C), porém, a proteína NLP-CSPCT foi a melhor candidata no que tange a 

geração de anticorpos específicos contra as variantes alélicas da PvCSP 

individualmente.  

4. A utilização do nucleocapsídeo do vírus da caxumba não interferiu 

negativamente nas formulações analisadas, gerando baixos títulos de anticorpos 

contra a sequência viral nos camundongos imunizados. Ambas as proteínas também 

apresentaram baixo reconhecimento pelos soros de indivíduos que foram vacinados 

ou expostos ao vírus da caxumba. 

5. Em ensaios de desafio realizados no Institut Pasteur-Paris/França, a 

formulação vacinal contendo a proteína recombinante NLP-CSPCT + Poly (I:C) foi 

capaz de promover a proteção estéril em cerca de 30% dos animais imunizados e 

desafiados com parasitos transgênicos Pb/Pv-VK210, além da redução da carga 

parasitária em cerca de 10x em animais não protegidos.  
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