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RESUMO

A maléria é um dos maiores problemas de saude publica em todo mundo. Ela
€ causada por protozoarios do género Plasmodium e transmitida durante o repasto
sanguineo da fémea do mosquito Anopheles infectada. As espécies mais prevalentes
sao o P. falciparum e o P. vivax. Durante décadas a malaria vivax foi negligenciada,
portanto, a biologia do P. vivax ainda é pouco conhecida e complexa, apresentando
alta diversidade genética. Devido a essas -caracteristicas, a identificacdo e
caracterizagdo de novos candidatos vacinais € extremamente dificultada, o que reflete
diretamente no atraso no desenvolvimento de vacinas. Contudo, nos ultimos anos, o
P. vivax tem sido associado a diversas complicacdes, o que tém motivado a busca de
novos candidatos. Para isso, sdo investigadas proteinas especificas expressas nos
diferentes estagios do ciclo de vida do parasito, as quais podem ser classificadas
como: i. vacinas de estagio pré-eritrdcito; ii. vacinas de estagio sanguineo e; iii.
vacinas de bloqueio de transmissdo. Nesse trabalho foi realizada uma reviséo
bibliografica sobre o desenvolvimento de vacinas de estagio pré-eritrocitico e de
estagio sanguineo no combate a maléaria vivax. Para isso, foram identificados e
discutidos os principais candidatos vacinais com o objetivo de analisar os avancos e
desafios para obtencdo de uma vacina. De acordo com os resultados, apenas seis
estudos clinicos foram iniciados, os quais utilizam somente um dos trés antigenos em
suas formulacdes: PvCSP, PvDBP e Pvs25. No entanto, observa-se uma baixa
eficacia e a inducédo de uma protecéo parcial, com a reducéo da parasitemia e com o
bloqueio parcial da invasdo das células hospedeiras. J4 em fase pré-clinica sdo
avaliados diferentes sistemas e plataformas vacinais, no entanto, poucos destes
candidatos avancardo para a fase clinica. No estagio pré-eritrocitico os principais
candidatos sdo a PvCSP e a PVTRAP, as quais tem apresentado resultados
promissores ao induzir a producao de anticorpos que bloqueiam ou reduzem a invasao
dos hepatdcitos. Ja no estagio sanguineo os principais alvos séo as proteinas PvDBP,
PVAMAL, PVRBPs e PVMSPs, as quais induzem anticorpos capazes de impedir ou
reduzir a invasdo dos reticulocitos. Além destas, existem outras candidatas
investigadas, ainda pouco caracterizadas, mas que desempenham um papel no
processo de invasdo do parasito. Entre as maiores dificuldades para a obtencao de
uma vacina eficaz esta a alta taxa de polimorfismo das proteinas do P. vivax e, em
consequéncia, a indugdo de uma imunidade heterogénea e especifica a cepa. No
entanto, estratégias como a identificacdo de epitopos especificos, a imunizacéo
heter6loga e a utilizagcdo de vacinas com mudltiplos antigenos tém apresentado
resultados promissores que podem superar algumas dessas limitacdes. Porém, mais
estudos sdo necessarios com o objetivo de identificar os melhores candidatos,
sistemas, plataformas e formulagGes para se obter uma vacina segura e eficaz que
possa, de fato, contribuir com a prevencéao e controle da maléaria. No presente estudo
foram compilados os principais achados sobre o desenvolvimento de vacinas no
combate a malaria vivax, que poderao auxiliar futuras investigacgoes.

Palavras-chave: Malaria. Plasmodium vivax. Vacinas de estagio pré-eritrocitico.
Vacinas de estagio sanguineo.



ABSTRACT

Malaria is one of the biggest public health problems in the world. It is caused
by protozoa of the genus Plasmodium and transmitted during the blood repast of the
female of the infected Anopheles. The most prevalent species are P. falciparum and
P. vivax. For many decades vivax malaria has been neglected, so the biology of P.
vivax is still little known and complex, presenting high genetic diversity. Due to these
characteristics, the identification and characterization of new vaccine candidates is
extremely difficult, which directly reflects the delay in the development of vaccines.
However, in recent years, P. vivax has been associated with several complications,
which have motivated the search for new candidates. For this purpose, specific
proteins expressed in the different stages of the life cycle of the parasite are
investigated, which can be classified as: i. pre-erythrocytic stage vaccines; ii. blood
stage vaccines and; iii. transmission blocking vaccines. This work presents a review
about the development of pre-erythrocytic and blood stage vaccines against the
Plasmodium vivax. For this, the main vaccine candidates were identified and discussed
to analyze the advances and challenges to obtain a vaccine. According to the results,
only six clinical studies were initiated, which used only one of the three antigens in their
formulations: PvCSP, PvDBP and Pvs25. However, there is a low efficacy and
induction of partial protection, with the reduction of parasitemia and with partial
blockage of host cell invasion. In the pre-clinical phase, different vaccination systems
and platforms are evaluated, however, few of these candidates will advance to the
clinical phase. To the pre-erythrocytic stage, the main candidates are PvCSP and
PVTRAP, which have shown promising results in inducing the production of antibodies
that block or reduce the invasion of hepatocytes. To the blood stage, the main targets
are the proteins PvDBP, PvAMA1, PVvRBPs and PvMSPs, which induce antibodies
capable of preventing or reducing the invasion of reticulocytes. In addition to these,
there are other candidates investigated, still little characterized, but who play a role in
the parasite invasion process. Among the greatest difficulties in obtaining an effective
vaccine are the high rate of polymorphism of P. vivax proteins and, consequently, the
induction of a heterogeneous and strain-specific immunity. However, strategies such
as the identification of specific epitopes, heterologous immunization and the use of
multiantigen vaccines have shown promising results that may overcome some of these
limitations. However, further studies are needed to identify the best candidates,
systems, platforms and formulations to obtain a safe and effective vaccine that could,
in fact, contribute to malaria prevention and control. In this study, the main findings on
the development of vaccines against vivax malaria were compiled, which may help
future investigations.

Keywords: Malaria. Plasmodium vivax. Pre-erythrocytic stage vaccines. Blood stage
vaccines.
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1 INTRODUCAO

A malaria € uma das doencas infecciosas mais devastadoras da espécie
humana, provocando grande impacto na morbidade e na mortalidade das populacdes
que residem nas regides endémicas. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude, s6 em 2019 foram registrados 229 milhées de casos, dos quais 409 mil foram
a Obito, sendo principalmente criancgas africanas menores de cinco anos (WHO, 2020).
Além disso, mais de 3 bilhdes de pessoas estao diariamente sob risco de infeccédo nas
areas endémicas (WHO, 2020). Estas, estdo localizadas nas regifes tropicais e
subtropicais, onde concentram-se paises mais pobres com menor disponibilidade de
recursos para atuar frente a doenca. A malaria é classificada como uma Doenca
Tropical Negligenciada, no Brasil, ¢ uma das Doencas de Notificacdo Compulsoéria.
Em 2019, foram notificados cerca de 157 mil casos, dos quais 99,9% ocorreram na
Regido Amazobnica (BRASIL, 2020).

A doenca é causada por protozoarios do género Plasmodium e transmitida
durante o repasto sanguineo de uma fémea de Anopheles spp. infectada. Existem
sete espécies de Plasmodium responsaveis pela doenca em humanos, dos quais P.
falciparum e P. vivax séo responsaveis por mais de 95% dos casos, sendo o primeiro
0 mais virulento e o mais prevalente e o segundo o principal nas Américas e no Brasil,
com a maior distribuicdo geografica (GREENWOOD et al., 2008; WHO, 2020). Apesar
da ampla distribuicdo do P. vivax ao redor do mundo, esse parasito foi por décadas
negligenciado porgue acreditava-se que ele era responsavel por uma doenca mais
branda (BAIRD, 2007). Contudo, nos ultimos anos diversos estudos tem relatado
casos graves relacionados a esta espécie, o que tem despertado investigacdes a
respeito de sua biologia (COSTA et al., 2012; RAHIMI et al., 2014; BOURGARD et al.,
2018).

Devido a esse cenario e da necessidade de controlar e eliminar a maléria, a
busca por novos candidatos vacinais se tornou um dos principais objetivos desses
estudos. Infelizmente, apds décadas de negligéncia, o que se observa € um grande
atraso no desenvolvimento de vacinas para o P. vivax quando comparado com o P.
falciparum. Além do baixo investimento em pesquisa, o P. vivax apresenta um ciclo
de vida complexo, o que dificulta o estabelecimento de um sistema cultivo celular in
vitro e, consequentemente, o estudo de potenciais candidatos (MUELLER et al., 2009;
CARVALHO et al., 2010; TOTINO; LOPES, 2017). Nao obstante, o parasito &
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altamente polimoérfico, principalmente nas suas proteinas de superficie, o que facilita
a evasao do sistema imune e dificulta a aquisicdo de uma imunidade coletiva (SU;
ZHANG; JOY, 2020; ANTONELLI et al., 2020).

Os principais antigenos utilizados nas formulacdes vacinais sdo proteinas
expressas especificamente em cada estagio do ciclo de vida do parasito na tentativa
de interrompé-lo. Assim, elas podem ser classificadas como: vacinas de estagio pré-
eritrocitico, vacinas de estagio sanguineo e vacinas de bloqueio de transmisséo
(FRIMPONG et al., 2018). As vacinas de estagio pré-eritrocitico visam impedir a
invasdo dos hepatocitos e a formacao das formas latentes do parasito, prevenindo o
estabelecimento de uma infeccéo primaria (WHITE; AMINO; MUELLER, 2017). Ja as
vacinas de estagio sanguineo visam interromper a invaséo das células sanguineas,
sendo capazes de prevenir os sintomas clinicos da doen¢ga (MUELLER; SHAKRI,
CHITNIS, 2015). Enquanto que as vacinas de bloqueio de transmissao buscam
impedir o desenvolvimento das formas sexuais nos mosquitos buscando evitar ou
reduzir a transmissdo (CARTER et al., 2000).

Devido a imensa lacuna nos estudos de vacinas para malaria vivax e na
necessidade de obter uma vacina eficaz contra esse parasito, esse trabalho buscou
identificar os principais candidatos vacinais dos estagios pré-eritrociticos e sanguineo,
analisar seus principais achados e verificar os principais avancos e desafios no
desenvolvimento de vacinas para o P. vivax, a fim de compilar os dados existentes

em uma revisdo bibliogréfica, que possa auxiliar futuras investigacdes.

1.1 OBJETIVO GERAL

Elucidar o panorama atual do desenvolvimento de vacinas no combate a

malaria vivax.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar os principais candidatos vacinais contra o P. vivax;

b) Analisar os principais resultados obtidos em estudos pré-clinicos e clinicos;

c) Verificar as principais estratégias, avangos e desafios no desenvolvimento de
vacinas para a malaria vivax;

d) Elaborar uma revisao bibliografica sobre o tema.
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2 METODOLOGIA

No presente estudo foi elaborada uma revisdo bibliografica narrativa sobre o
estado atual do desenvolvimento de vacinas no combate a maléria vivax, tendo como
objetivo principal a identificacdo e descricdo dos principais achados cientificos nesta
area. Inicialmente, foi elaborada uma breve revisdo de literatura sobre a
epidemiologia, a patologia e o desenvolvimento de vacinas para a malaria.

Em seguida, foram realizadas buscas por via eletrénica durante o periodo de
abril a novembro de 2021 nas bases de dados da Medical Literature Analysis and
Retrieval System Online (Medline), National Library of Medicine (Pubmed), Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Web of Science e Google Académico, utilizando
os termos “vaccine”, “malaria”, “subunit vaccines” e “Plasmodium vivax”. Foram
selecionados tanto revisdes bibliograficas como trabalhos experimentais, que
apresentavam informacdes estatisticas ou historicas relevantes e condizentes, e
principalmente, aqueles desenvolvidos nos ultimos 5 anos.

De acordo com essa selecéo, os artigos foram classificados como estudos
pré-clinicos e estudos clinicos com o objetivo de verificar o avanco no
desenvolvimento de vacinas para a malaria vivax. Além disso, os estudos foram
classificados de acordo com as diferentes etapas do ciclo de vida do P. vivax. A

FIGURA 1 ilustra o fluxograma para a selecéo e classificacéo dos estudos.

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DA SELEGAO E CLASSIFICAGAO DOS ESTUDOS
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Neste trabalho, foram apresentados apenas os candidatos a vacinas de
estagio pré-eritrocitico e de estagio sanguineo. Uma vez que essas vacinas sao
desenvolvidas com o intuito de bloguear a infecgdo e impedir o aparecimento dos
sintomas clinicos, respectivamente, evitando os efeitos patoldgicos no hospedeiro. Em
contrapartida, as vacinas de bloqueio de transmissdo tém como objetivo evitar a
fertilizacdo e desenvolvimento das formas sexuais no vetor e ndo tem como foco
proteger o individuo da infeccdo. Por isso, os trabalhos sobre vacinas de bloqueio de
transmisséo foram excluidos das analises e discussoes.

ApoOs as devidas classificacdes e leitura dos artigos, foram apresentados e
descritos seus principais resultados e conclusdes. Finalmente, apds a identificacéo e
descricéo de cada candidato, foi realizada uma breve concluséo sobre o estado atual
do desenvolvimento de vacinas para a malaria vivax e suas principais limitacfes e
estratégias. Como resultado, foi elaborado um artigo cientifico, que até o presente

momento ndo foi submetido para publicacao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE A MALARIA

A malaria € uma Doencga Tropical Negligenciada, sendo um dos principais
problemas de saude publica mundial e responsavel por diversos impactos sociais e
econdmicos. As regides endémicas se localizam em areas tropicais e subtropicais,
como Africa Subsaariana, Sudeste Asiatico, Mediterraneo Oriental, Pacifico Ocidental
e América, onde as condicdes climaticas propiciam o desenvolvimento do agente
etiolégico e do vetor (SNOW et al., 2005; WHO, 2020). Nessas regides concentram-
se paises mais pobres com menor disponibilidade de recursos para atuar frente a
doenca, motivo pelo qual acaba sendo ainda mais negligenciada.

A infeccdo é provocada por protozoarios do género Plasmodium e
transmitida durante o repasto sanguineo da fémea do mosquito Anopheles spp.
infectada. Em humanos, sete espécies de Plasmodium spp. podem ser responsaveis
pela doenca, sao eles: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi, P.
cynomolgy e P. simium. Destes, o P. falciparum e o P. vivax sdo responséaveis pela
imensa maioria dos casos, em que o primeiro esta associado a maior viruléncia
enquanto que o segundo € o mais distribuido geograficamente (GREENWOOD et al.,
2008; WHO, 2020).

Os primeiros sintomas da infeccao aparecem cerca de 10 a 15 dias apos a
picada do mosquito, como febre aguda, dor de cabeca e calafrios, sendo, portanto, de
dificil reconhecimento. Se néo for tratada adequadamente pode progredir para uma
doenca grave e inclusive a 6bito. Entre os sintomas mais graves estdo a anemia grave,
sindrome respiratéria, malaria cerebral e faléncia de multiplos 6rgdos. Nas areas
endémicas podem ocorrer multiplas infeccbes em um mesmo individuo e o
desenvolvimento de uma imunidade parcial, permitindo a ocorréncia de infec¢cbes
assintomaticas. Alguns grupos populacionais tais como recém-nascidos, criancgas,
gravidas e imunossuprimidos constituem grupos de maior risco de contrair uma
doenca grave e progredir ao obito (WHO, 2020).

Os maiores desafios relacionadas ao controle e eliminagcdo da malaria
estdo relacionadas com a auséncia de politicas publicas eficientes; o declinio no

investimento em pesquisas; a resisténcia aos inseticidas e medicamentos; a
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toxicidade dos antimalaricos existentes; as lacunas sobre a biologia dos parasitos; a
dificuldade de controle e eliminacdo dos vetores; a auséncia de testes diagndsticos
sensiveis e rapidos e a auséncia de uma vacina segura e eficaz contra as diferentes
formas de vida e espécies de Plasmodium spp. (KROGSTAD, 1996; ALONSO;
TANNER, 2013).

3.2 CARACTERISTICAS DA MALARIA VIVAX

Por muito tempo a malaria causada pelo P. vivax foi negligenciada, uma
vez que ndo havia relatos associados a gravidade, tal como havia para o P. falciparum,
e, portanto, ele ndo era o foco dos estudos. Contudo, nos dltimos anos, o P. vivax tem
se destacado devido aos grandes impactos econbémicos, sociais e de saude publica
nas areas endémicas (PRICE et al., 2007), principalmente pelo aparecimento de
complicagbes como anemia grave, maldria cerebral, trombocitopenia, sindrome
respiratoria aguda, entre outros (BOURGARD et al., 2018).

Além disso, diversos estudos demonstraram a capacidade desse parasito em
citoaderir ao endotélio do hospedeiro e de formar rosetas. Rosetas sao caracterizadas
pela adeséao do eritrécito infectado a eritrécitos ndo infectados, formando agregados
celulares que interferem na microcirculacdo sanguinea (COSTA et al., 2012;
BITTENCOURT,; BERTOLLA; ALBRECHT, 2021). Suspeita-se que esses fendtipos
adesivos possam contribuir para o agravamento da doenga, tal como ocorre nas
infecgdes com P. falciparum (COSTA et al., 2012; PRICE et al., 2020).

O P. vivax apresenta um complexo ciclo de vida e uma alta diversidade
genética, apresentando alta taxa de polimorfismos em suas proteinas, em particular
nas proteinas de superficie. Essas caracteristicas propiciam uma grande capacidade
de evasao ao sistema imune do hospedeiro. Com a exposi¢ao de diferentes antigenos
o sistema imune ndo produz anticorpos de maneira eficientemente rapida para
elimina-lo (ANTONELLI et al., 2020). Uma das consequéncias disso € que as
respostas imunes sao heterogéneas entre os pacientes com malaria, dificultando o
desenvolvimento de uma imunidade coletiva (SU; ZHANG; JOY, 2020). Essas
caracteristicas sdo alguns dos desafios para o desenvolvimento e obtencdo de

vacinas eficazes contra o parasito.
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3.3 CICLO DE VIDA DO Plasmodium vivax

O ciclo de vida do P. vivax caracteriza-se como um ciclo heteroxénico, isto
€, necessita de dois hospedeiros para o seu completo desenvolvimento. No
hospedeiro invertebrado (Anopheles spp.) ocorre a fase sexuada, e no hospedeiro
vertebrado, (Homo sapiens sapiens) ocorre a fase assexuada do ciclo, como
representado na FIGURA 2.

FIGURA 2 - CICLO DE VIDA DO Plasmodium vivax
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FONTE: MUELLER et al. (2009).

LEGENDA: O ciclo do Plasmodium vivax pode ser dividido em trés etapas principais, como ilustrado na
figura: 1) a infecgdo hepatica, Il) a infeccao sanguinea; e lll) a infec¢do da fémea de Anopheles sp. (ou
estagio sexual).

Durante o repasto sanguineo da fémea de Anopheles spp. infectada, os
esporozoitos sao inoculados no sistema circulatério humano e rapidamente séo
direcionados para o figado. Neste 6rgéo, ocorre a invasao dos hepatocitos e se inicia
a esquizogonia para a formacdo de merozoitos. Alguns esporozoitos se diferenciam

em hipnozoitos, que séo formas latentes responsaveis por inimeras recaidas, mesmo
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apos anos da infeccdo. Apos a diferenciacdo, os merozoitos sao liberados na corrente
sanguinea, onde invadem seletivamente os reticulocitos, o que facilita a evasao do
sistema imune. Estas células correspondem a menos de 2% do total de eritrocitos no
sangue, consequentemente, a doenca € caracterizada por uma baixa parasitemia, e
isso constitui uma das principais dificuldades para cultivar o parasito in vitro. Essa fase
€ a principal responsavel pelos sintomas clinicos caracteristicos da malaria, devido a
ruptura das hemacias. Nessas células ocorre nova diferenciagdo em formas de anéis
e, posteriormente, em trofozoitos. Alguns trofozoitos se diferenciam em novos
merozoitos e outros em gametocitos femininos e masculinos, que permanecem na
circulacdo sanguinea. Caso ocorra um novo repasto sanguineo essas formas séo
ingeridas pelo anofelino. No mosquito, ocorre a fusdo dos gametdécitos originando os
oocinetos no intestino médio. Estes por sua vez, invadem o epitélio intestinal e dardo
origem aos oocistos, 0s quais se diferenciam em esporozoitos na glandula salivar e
podem iniciar um novo ciclo de infeccdo (GREENWOOD et al., 2008; PHILLIPS et al.,
2017; ADAMS; MUELLER, 2017).

O tratamento indicado pelo Ministério da Saude tem como obijetivo
interromper o ciclo evolutivo do parasito. Para isso, utiliza-se a combinacdo de dois
medicamentos: cloroquina e primaquina, que atuam na eliminacdo das formas
sanguineas e das formas hepaticas (hipnozoito), e assim podem prevenir a
recrudescéncia e a recaida, respectivamente (BRASIL, 2020). No entanto, apesar de
serem uma das principais estratégias para controle da doenca, esses medicamentos
estdo relacionados a uma alta toxicidade e podem contribuir para a selecdo de
parasitos resistentes (BRASIL, 2020). Por esse motivo, o estudo de potenciais

candidatos vacinais é fundamental.

3.4 DESENVOLVIMENTO DE VACINAS PARA A MALARIA

O desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz contra a malaria é
considerado uma das estratégias mais relevante para prevencdo e controle da
doenca. Nas ultimas décadas tem-se buscado candidatos capazes de interromper as
diferentes etapas do ciclo de vida do parasito, a fase pré-eritrocitica (direcionada aos
esporozoitos e formas hepaticas), a fase eritrocitica (direcionada aos merozoitos) e a

fase de transmissao (direcionado as formas sexuais) de acordo com 0s antigenos
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especificos expressos em cada estagio (FRIMPONG et al., 2018; KURTOVIC et al.,
2021). Dessa forma, as vacinas sao classificadas como i. vacinas de estagio pré-
eritrocitico; ii. vacinas de estagio sanguineo e; iii. vacinas de bloqueio de transmissao.

A maioria das investigacbes sobre vacinas maléaricas sao direcionadas ao
combate do P. falciparum, j& que este € o mais virulento e 0 mais prevalente.
Consequentemente, o desenvolvimento de vacinas para a malaria falciparum esta
muito mais avancado do que em relacao a maléaria vivax. Inclusive, para este parasito
ja existe uma vacina aprovada para imunizacao de crian¢cas menores de cinco anos,
a RTS,S. Essa vacina foi aprovada para uso emergencial nas regides mais
acometidas pela maléria falciparum com o objetivo de diminuir a mortalidade infantil
provocada pela doenca, o que, de fato, tem sido observado (LAURENS, 2020).

A RTS,S é uma vacina recombinante quimérica, de estagio pré-eritrocitico,
constituida pela proteina de superficie do circunsporozoito (CSP) fusionada a uma
sequéncia do envelope viral da hepatite B (HBsAg) (LAURENS, 2020). Nos primeiros
estudos clinicos de fase lll, foi observado uma eficacia, apds 4 doses da vacina, de
25,9% em recém-nascidos (6 a 12 semanas) e 36,3% em criancas (5 a 17 meses),
em média, durante 48 meses contra episodios clinicos de malaria (RTS,S CLINICAL
TRIALS PARTNERSHIP, 2015). Infelizmente, ap6s 7 anos de acompanhamento, a
eficacia dessa vacina diminuiu drasticamente, para cerca de 4,4% (OLOTU; FEGAN;
WAMBUA, 2016). No entanto, recentemente, uma nova formulagéo vacinal contendo
a CSP fusionada a uma porcdo menor da sequéncia viral, a R21, tem apresentado
resultados animadores em estudos clinicos, com cerca de 76% de eficacia (DATOO
et al., 2021). Possivelmente, muito em breve, essa vacina sera utilizada no combate
ao P. falciparum. Além dessas candidatas, existem diversos outros estudos clinicos e
pré-clinicos que tem apresentado resultados promissores (DRAPER et al., 2018;
ZHENG et al., 2019; KURTOVIC et al., 2021). Ao contrario do que tem se observado
para a malaria vivax. Neste caso, existem poucos candidatos em investigacéo e
nenhuma vacina aprovada.

Diversos séo os fatores que contribuiram para esse atraso. Além de décadas
de negligéncia e baixo investimento em pesquisa, que culminaram numa imensa
lacuna no conhecimento sobre a biologia do P. vivax, esse parasito apresenta uma
alta complexidade. Um dos principais obstaculos é a dificuldade de estabelecer um
sistema de cultivo celular in vitro de longa duracdo, que além de dificultar a

identificacdo de potenciais candidatos, também dificulta a realizagdo de ensaios
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clinicos (MUELLER et al., 2009; REYES-SANDOVAL, 2021). Uma das estratégias
mais eficientes adotadas para o estudo de candidatos para a malaria vivax € a
vacinologia reversa. Essa metodologia permite a identificacédo in silico de proteinas
antigénicas e imunogénicas para posterior caracterizacdo em sistema recombinante
heter6logo e utilizacdo em sistemas de imunizacdo para analise da resposta de
anticorpos (PATARROYO; AREVALO-PINZON; MORENO-PEREZ, 2020).

As vacinas de estagio pré-eritrocitico e de estagio sanguineo sdo vacinas
desenvolvidas com o intuito de bloguear a infeccdo e impedir o aparecimento dos
sintomas clinicos, respectivamente, evitando os efeitos no hospedeiro. Em
contrapartida, as vacinas de bloqueio de transmisséo nao tém como objetivo proteger
o individuo da infec¢do. Por esse motivo, no presente estudo, foram compilados os
principais achados sobre o desenvolvimento de vacinas de estagio pré-eritrocitico e
de estagio sanguineo para a malaria vivax, buscando analisar o estado da arte e

elaborar uma revisao bibliografica que possa auxiliar futuras investigacoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencédo de uma vacina segura e eficaz contra o P. vivax tem se tornado,
cada vez mais, um dos principais objetivos para controle e eliminacdo da maléria,
dada a amplitude de sua distribuicdo geografica e aos severos impactos sociais,
econdbmicos e de saude publica. Em geral, os pesquisadores buscam identificar
candidatos conforme o que ja se conhece para o P. falciparum, utilizando as proteinas
ortélogas.

Diante da dificuldade para cultivar este parasito, a vacinologia reversa é a
principal estratégia de estudo. Por meio dela, apds diversas andlises 6micas e de
bioinformética sdo avaliadas e selecionadas as proteinas de interesse, ou epitopos
especificos, para expressdo em sistema recombinante heterdlogo e caracterizacao in
vitro. Para a expresséo sdo utilizados organismos procariotos, como a Escherichia
coli, ou eucariotos, como a Pichia pastoris. Apds a expressao e purificacdo dessas
proteinas sao realizados ensaios in vitro a fim de analisar sua interagdo com as células
hospedeiras ou sao utilizadas em sistema de imunizacdes para avaliar a resposta
imune e a eficicia por meio de desafios com parasitos transgénicos.

As formulacdes vacinais variam de acordo com cada estudo. S&8o compostas
pelo antigeno e o adjuvante, os quais sdo substancias capazes de ampliar a
estimulacdo do sistema imunoldgico (como as saponinas e os ligantes de toll-like
receptor) ou atuar como sistema de entrega (como o0s vetores virais, as nanoparticulas
e as emulsdes). Existem diferentes maneiras de apresentacdo e entrega desses
antigenos. Para a maléria vivax, ja foram descritas vacinas de subunidades, de
vetores virais recombinantes (principalmente de adenovirus e de Vaccinia Ankara
virus), de particulas virais (VLP), de DNA, de peptideos longos sintéticos (LSP) e de
parasito inteiro irradiado (RAS). Além disso, existem diferentes estratégias de
imunizacdes. Um dos sistemas utilizados € o de prime-boost heter6logo, em que se
utilizam diferentes tipos de vacinas na primeira dose e no refor¢co. Outra metodologia
€ a imunizagdo com vacinas multiantigénicas, que agregam mais de um antigeno em
sua composi¢ado ou que séo direcionadas as diferentes etapas do ciclo de vida.

Para o desenvolvimento de uma vacina eficaz, espera-se dessas formulacdes
tanto a inducédo de uma resposta humoral como de uma resposta celular. A resposta
de anticorpos € fundamental para o reconhecimento e eliminacdo dos parasitos

circulantes no sistema sanguineo e a resposta celular € necessaria para a eliminacao
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dos hepatdcitos infectados pela acdo das células T citotoxicas (ANTONELLI, 2020).
Dessa maneira, 0os estudos de vacinas avaliam tanto a inducéo de respostas do tipo
Th1l, relacionada a resposta celular, como a resposta do tipo Th2, relacionada a
resposta humoral, buscando obter uma vacina capaz de induzir uma resposta Th1/Th2
balanceada (ANTONELLI, 2020).

De acordo com a plataforma “ClinicalTrials.gov”’, existem apenas trés
proteinas de P. vivax como candidatas vacinais em estudos clinicos, sdo elas: a
PVCSP (vacina de estégio pré-eritrocitico), a PvDBP (vacina de estagio sanguineo) e
a Pvs25 (vacina de bloqueio de transmisséo), cuja descricéo e identificacdo consta na
TABELA 1. Esses estudos ainda estdo em fases iniciais, |1 ou Il e, de modo geral,
apesar de induzirem uma resposta de anticorpos, apresentam uma baixa eficicia e

uma protec¢do parcial, conforme sera discutido nos proximos topicos.

TABELA 1 - VACINAS PARA MALARIA VIVAX EM FASE CLINICA

Candidato Fase Descricao Identificacao Periodo

PvCSP recombinante com adjuvante
VMPO001 I/lla ASO01B. Reducdo da parasitemia, 0% de NCT01157897 2010 - 2019
eficacia.

PvCSP derivada de peptideos longos NCT0108184
sintéticos (LSP) com adjuvantes Montanide
ISA 720 e 51. Resposta de anticorpos longa NCT02083068
e duradoura, com 36,6% de eficacia em
voluntarios naive. NCT04739917

PVCSP-LPS
(N, R&C) /Il

2010 - em
andamento

Esporozoito inteiro irradiado de P. vivax.

PVRAS Via Fraca resposta celular e 42% de eficacia.

NCT01082341 2010 -2018

Prime-boost heterélogo com vetores virais
recombinantes (ChAd63-MVA-PVDBPII).
ChAd63/MVA la/lla Inducdo de anticorpos capazes de inibir a NCT01816113 2013 - em
-PvDBPII interacdo com reticuldcitos, resposta andamento
) . NCT04009096
humoral e celular, 50% de imunidade cepa-

transcendente.

PvDPBII recombinante com adjuvante GLA-
SE. Alta produgcdo de anticorpos
I especificos, capazes de inibir a interagao CTRI/2016/09/ 2016 - 2017
o 007289
com reticulécitos e resposta cepa-
transcendente.

PvDBPII-GLA-
SE

Pvs25 recombinante com adjuvantes
Montanide ISA 51. Boa inducdo de
anticorpos e reducao de 30% no ndmero de
mosquitos infectados. Alta reatogenicidade.

Pvs25 I NCT00295581 2006 - 2017

FONTE: ClinicalTrials.gov (2021).


https://clinicaltrials.gov/show/NCT01157897
https://clinicaltrials.gov/show/NCT01081847
https://clinicaltrials.gov/show/NCT02083068
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04739917
https://clinicaltrials.gov/show/NCT01082341
https://clinicaltrials.gov/show/NCT01816113
https://clinicaltrials.gov/show/NCT04009096
http://ctri.nic.in/Clinicaltrials/showallp.php?mid1=15654&EncHid=&userName=DBPII
http://ctri.nic.in/Clinicaltrials/showallp.php?mid1=15654&EncHid=&userName=DBPII
https://clinicaltrials.gov/show/NCT00295581
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Em relacdo aos estudos pré-clinicos existem estudos utilizando diferentes
candidatos, plataformas e sistemas de imunizacdo. No entanto, poucos desses
candidatos avancam para a etapa clinica devido a baixa eficacia e as dificuldades de
avaliacéo clinica. Dessa forma, o desenvolvimento de novos estudos e a identificagdo
de novos candidatos é fundamental. Os principais candidatos de estagio pré-

eritrocitico e de estagio sanguineo, séo discutidos nos topicos seguintes.

4.1 VACINAS DE ESTAGIO PRE-ERITROCITICO

Os principais alvos das vacinas de estagio pré-eritrocitico sdo as proteinas de
superficie dos esporozoitos. Essas vacinas podem reduzir infec¢bes priméarias ao
prevenir a invasdo dos hepatécitos e o estabelecimento dos hipnozoitos no figado.
Dessa maneira, pode bloquear a infeccdo e diminuir o risco de recaidas e de
transmissao (WHITE; AMINO; MUELLER, 2017). Atualmente, os principais antigenos
candidatos dessa etapa sdo a proteina de superficie do circunsporozoito (CSP) e a
proteina andnima relacionada a trombospondina (TRAP), as quais tém sido utilizadas
em diferentes plataformas vacinais. Além dessas candidatas, existe uma vacina de
esporozoito inteiro irradiado (PVvRAS), no entanto, a eficacia dessa vacina foi de
apenas 42% (AREVALO-HERRERA et al., 2016) e a inducéo de resposta celular e
humoral foi muito menor do que se observa com as vacinas de subunidades. Um dos
maiores obstaculos para as vacinas de estagio pré-eritrocitico é a presenca de
hipnozoitos latentes no figado. Logo, a identificacdo e caracterizacdo de antigenos
derivados dessas formas, tal como a proteina 2 especifica do figado (PVvLISP-2),
poderia ser uma excelente estratégia para o desenvolvimento de vacinas (GUPTA et
al., 2019).

4.1.1 PvCSP

A principal candidata dessa etapa € a proteina de superficie do
circunsporozoito (PvCSP). Essa proteina € formada por trés dominios: regido N-
terminal e C-terminal, que sdo duas sequéncias conservadas nao repetitivas, e a
regido central, que contem sequéncias de repeticdo in tandem e sao descritas trés
variantes, a VK210, a VK247 e a P. vivax-like (ARNOT et al., 1985; ROSENBERG et

al., 1989; QARI et al., 1993). Ela é expressa na superficie dos esporozoitos e nos
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estagios hepaticos iniciais e atua na formacdo dos esporozoitos, na invasdo dos
hepatocitos e da glandula salivar dos mosquitos (SINNIS; NARDIN, 2002). Assim, as
vacinas derivadas de CSP podem fornecer uma alta protecdo e uma resposta
duradoura que previne uma infecgao inicial e o estabelecimento de uma infecg¢ao
latente (BENNETT et al., 2016).

Um estudo avaliou a eficacia da PvCSP na vacina VMPO0OO1 em associacéo
com o adjuvante ASO1B. Essa vacina consiste em uma proteina quimérica que
incorpora as regides N e C terminais e uma curta sequéncia derivada das variantes
VK210 e VK247 (YADAVA et al.,, 2007). Os resultados dos estudos pré-clinicos
demonstraram uma protecdo estéril em Aotus nancymaae e uma alta inducdo de
anticorpos especificos (YADAVA et al., 2014). No entanto, esse nivel de prote¢do ndo
foi observado nos estudos clinicos de fase I. Nesse estudo, verificou-se uma reducéo
no tempo de parasitemia e uma associagcdo entre a presenca de anticorpos
especificos e a reducédo do periodo pré-patente (BENNETT et al., 2016). Infelizmente,
esse estudo demonstrou baixos niveis de eficacia, mas impulsionou o
desenvolvimento de novas investigagfes. Yadava e Waters (2017), discutem que a
alta resposta observada nos estudos pré-clinicos possivelmente foram provocados
pelos fortes adjuvantes utilizados, entdo, novos estudos com diferentes formulacfes
e outras plataformas vacinais sdo necessarios.

Moon et al. (2012), conjugaram a proteina recombinante da vacina VMP0O01 a
nanoparticulas de poli(acido lactideo-coglicolideo) com envelope lipidico (PLGA) na
tentativa de melhorar a eficacia dessa vacina. Esse sistema induziu um alto titulo e
duracdo de anticorpos antigeno-especificos e uma resposta balanceada do tipo Thl
e Th2 em camundongos (MOON et al., 2012). Segundo os autores, esses anticorpos
podem aumentar a avidez e afinidade aos dominios da PvCSP, o que esta relacionado
com uma maior protecdo e adesdo aos esporozoitos vivos. De acordo com esses
resultados, as nanoparticulas sdo promissoras como sistema de entrega e poderiam
ser uma estratégia oportuna para aumentar a eficacia das vacinas de subunidades,
contudo, os estudos ainda sao preliminares.

Ainda na tentativa de melhorar a eficacia das vacinas derivadas de PvCSP e
comparar a imunogenicidade com a VMPO0OO1, um ensaio foi desenvolvido com a
vacina CSV-S, S. Essa vacina contém a mesma sequéncia da proteina recombinante
da vacina VMPO0O01, mas fusionada a uma particula viral de hepatite B. Os resultados

mostraram que ambas as vacinas foram capazes de induzir uma forte resposta celular
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e humoral nos estudos pré-clinicos (VANLOUBBEECK et al., 2013). No entanto, a
nova formulacéo foi melhor ao induzir titulos mais altos de anticorpos.

Salman et al. (2017), avaliaram uma formulag&o utilizando a plataforma virus-
like particles (VLP) para apresentacdo do antigeno PvCSP, chamada Rv21. Essa
vacina consiste em uma fracdo da vacina CSV-S,S com uma menor proporcdo da
particula viral de hepatite B, fusionada a uma sequéncia das variantes VK210 e
VK247, expressa em Pichia pastoris. A vacinagao foi associada ao adjuvante Matrix-
M, como resultado foi observado a inducéo de uma protecao estéril e duradoura apos
o desafio com esporozoitos, mesmo em doses muito baixas. Além disso, apds a
imunizacao, os anticorpos contra ambas as variantes foram capazes de reconhecer a
PVCSP na superficie dos esporozoitos nativos de P. vivax (SALMAN et al., 2017).
Devido aos resultados promissores dessa vacina, ela esta em fase de aprovacgéo para
iniciar os estudos clinicos e provavelmente sera uma das principais vacinas
antimalaricas. Importante ressaltar que quando foi administrada em conjunto com a
proteina anbnima relacionada a trombospondina (PVTRAP), em uma vacina
multiantigénica, os resultados foram ainda melhores (ATCHESON et al., 2018).

Para avaliar a eficacia de uma vacina multiantigénica contra as trés variantes
da PvCSP, Gimenez et al. (2017), construiram diferentes proteinas recombinantes
baseadas nas sequéncias de VK210, VK247, e P. vivax-like, e expressaram em Pichia
pastoris. Uma das proteinas obtidas foi chamada de yPvCS-All epitopes, que continha
epitopos das trés variantes e a regiao C-terminal. Esse polipeptidio hibrido foi utilizado
na imunizacdo de camundongos em conjunto com o adjuvante Poly (I: C). Foi
observado uma forte inducéo de resposta humoral, mas uma baixa resposta celular,
contra as trés regides repetitivas e a regido C-terminal. Além disso, foi observada uma
reducdo da presenca de parasitos no figado (GIMENEZ et al., 2017). Esse estudo
indicou que apenas uma proteina é capaz promover uma protecdo contra diferentes
variantes da PvCSP, o que facilitaria o reconhecimento dos esporozoitos pelo sistema
imune.

De maneira similar, De Camargo et al. (2018), avaliaram duas proteinas
recombinantes multialélicas, chamadas: yPvCSP-All..(contendo a regido C-terminal)
e YPvCSP-All.. contendo as regides N e C-terminal), ambas com alelos das regides
das trés variantes de PvCSP. Quando utilizadas na imunizagdo, tanto com os
adjuvantes Poly (I: C) e Montanide ISA720, foi observada uma alta inducdo de

anticorpos 1gG. Além disso, foi avaliado a eficacia dessas formulagbes, com Poly (l:
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C), em um sistema homologo e heterdlogo de imunizacdo. Em ambos os sistemas, a
imunizacdo conferiu protecdo e reduziu o tempo de parasitemia em camundongos
quando desafiados com esporozoitos P. berghei transgénicos expressando a CSP de
P. vivax (DE CAMARGO et al., 2018).

Outro estudo construiu duas proteinas recombinantes, ambas contendo as
regides N e C flanqueando uma regido de repeticdo truncada do VK210/VK247,
chamada rPvCS127, ou VK247/VK210, chamada rPvCS712 (SHABANI et al., 2017).
Essas proteinas foram reconhecidas por anticorpos monoclonais e pelo soro de
pacientes infectados com P. vivax. Além disso, os anticorpos produzidos pela
imunizacdo dos camundongos foram capazes de reconhecer a proteina nativa na
superficie dos esporozoitos de P. vivax (SHABANI et al., 2017). Esses resultados
motivaram novos estudos de imunogenicidade com diferentes adjuvantes. Nesses
estudos, ambas as proteinas foram testadas com os adjuvantes: Naloxano (NLX),
oligodeoxinucleotideos (CpG-ODNs) e saponina derivada de Quillaja saponaria
(QS21), sozinhos ou em combinacéo, na imunizagdo de camundongos (SHABANI et
al., 2019). De acordo com os resultados, todas as proteinas e adjuvantes foram
capazes de induzir uma forte resposta imune, com a producédo de anticorpos antigeno-
especificos e resposta celular. Quando a imunizacdo foi realizada com uma das
proteinas e a combinacéo de todos os adjuvantes, a resposta de IgG2b, IgG2c e IFN-
y foi mais alta. Por outro lado, quando administrados individualmente, os adjuvantes
CpG e QS21 induziram uma resposta maior de avidez de anticorpos do que o NLX.
Além disso, a proteina PvCS712 induziu uma resposta humoral maior do que a
PvCS127 (SHABANI et al., 2019).

Marques et al. (2020) desenvolveram uma vacina derivada da proteina do
nucleocapsideo viral da caxumba (NP). Para isso, as variantes alélicas de PvCSP
(VK210, VK247 e P. vivax-like) foram fusionadas com essa proteina do NP na
auséncia (NLP-CSP:) e na presenca (NLP-CSP.) do dominio conservado C-terminal.
ApoOs a imunizagdo dos camundongos, em combinacdo com o adjuvante Poly (I: C),
foi observado uma alta inducéo de IgG contra as diferentes variantes, especialmente
com a vacina NLP-CSP.. (MARQUES et al., 2020). Além disso, essa vacina foi capaz
de induzir a producao de anticorpos tanto contra as regides repetitivas como contra
as regides nao-repetitivas, o que nao foi observado com a NLP-CSP. (MARQUES et
al., 2020). Neste estudo também foi avaliado a proporcéo de células secretoras de

anticorpos antigeno-especificos (ASCs) no baco e na medula Ossea dos



32

camundongos imunizados (MARQUES et al., 2020). Em geral, foi observado um
aumento do numero de ASCs especifico para NLP-CSP.. e para algumas por¢cdes
especificas da proteina no baco e na medula éssea apds a terceira imunizagédo
(MARQUES et al., 2020). Segundo os autores, isso contribui para a geragao de uma
resposta imune prolongada e duradoura, sendo, portando, fundamental a terceira
imunizacao para a geracdo da memaria imunolégica. Finalmente, a eficacia da vacina
foi avaliada por meio de um desafio com esporozoitos Pb/PvVK210 transgénicos. De
acordo com o estudo, foi observado uma diminuicdo da parasitemia e
aproximadamente 30% dos camundongos que foram imunizados adquiriram uma
protecdo estéril (MARQUES et al.,, 2020). Recentemente, Gimenez et al. (2021)
investigaram a eficacia das vacinas NLP-CSP..e NLP-CSP.contra as outras variantes
(VK247 e P. vivax-like) que ndo foram avaliadas no estudo anterior. Para isso, os
camundongos foram imunizados, em um sistema de imunizacdo prime-boost
homologo, com trés doses das proteinas recombinantes, na presenca de Poly (1:C) ou
Montanide ISA750 como adjuvantes e, posteriormente, foram desafiados com
parasitos transgénicos Pb/PvVK210, Pb/PvWK247 e Pb/PvCSP-like G10 (GIMENEZ
et al., 2021). O estudo revelou uma alta inducdo de anticorpos IgG contra as trés
variantes do parasito, a qual intensificou-se apds a segunda e a terceira dose, em
todas as formula¢gdes vacinais. No entanto, na presenca do adjuvante Montanide
ISA750 a resposta foi significativamente maior. Além disso, ap6s o desafio foi
observado um efeito protetor e uma reducdo significativa da parasitemia nos
camundongos imunizados em relacdo aos controles (GIMENEZ et al., 2021). Esses
resultados indicam que essas candidatas sdo promissoras.

Atcheson e Reyes-Sandoval, utilizaram uma plataforma viral baseada na
particula QB buscando maximizar e testar a eficacia de peptideos derivados de
PvCSP. Foram identificados e testados diferentes epitopos de VK210 e VK247 e
agueles mais imunogénicos foram selecionados e inseridos na particula QB para
imunizacdo de camundongos (ATCHESON; REYES-SANDOVAL, 2020). Um
tetramero, chamado AGDR, pertencente a uma regiao da cepa VK210, é alvo de
anticorpos neutralizantes e foi o Unico epitopo capaz de gerar anticorpos que
reconhecem a PvCSP nativa (ATCHESON; REYES-SANDOVAL, 2020). Além disso,
foi capaz de conferir 100% de protecdo contra um desafio homélogo. Diferentemente,
0s epitopos derivados das regides N e C terminal ndo foram capazes de conferir
protecdo (ATCHESON; REYES-SANDOVAL, 2020). A vacina QB-(AGDR) foi testada
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em combinacdo com a proteina PvCSP completa e truncada. Essas proteinas,
completa e truncada, quando utilizadas na imunizacao individualmente foram capazes
de conferir 100% de protecdo, no caso da proteina truncada, e 0%, no caso da
proteina completa. Ja quando utilizadas em combinagdo com a particula QB-(AGDR)
foi verificado um aumento de 83% de eficacia, para a proteina completa, e uma
diminuicdo da eficicia para a proteina truncada (ATCHESON; REYES-SANDOVAL,
2020). De acordo com esses resultados, as vacinas de subunidade podem conferir
uma protecdo maior do que vacinas com a proteina inteira.

Outra estratégia utilizada no desenvolvimento de vacinas para a malaria séo
0s peptideos longos sintéticos (LSP). Herrera et al. (2004) observaram uma alta
antigenicidade em individuos naturalmente expostos a malaria e uma alta
imunogenicidade em primatas ndo humanos contra peptideos longos derivados de
PvCSP. Esses peptideos foram utilizados em ensaios clinicos de fase |, para avaliar
a seguranca e imunogenicidade em humanos, com Montanide ISA 720 e com
Montanide 51 (HERRERA et al., 2005, 2011). Nestes estudos, trés polipeptidios foram
sintetizados: o peptideo N, com a sequéncia do dominio N terminal; o peptideo C, com
a sequéncia do dominio C terminal; e o peptideo R, contendo epitopos de células B e
T da regido central (HERRERA et al., 2004). Quando utilizados na imunizagcédo de
voluntarios colombianos demonstram boa seguranca e tolerabilidade. Além disso,
todos os peptideos induziram altos indices de anticorpos especificos e producéo de
IFN-y em altas doses, 0s quais permaneceram altos por trés meses quando a dose
de 100 ug foi utilizada (HERRERA et al., 2005). No entanto, o peptideo C foi menos
imunogénico do que o N e 0 R, mas, ap0s as doses de reforco o peptideo R foi 0 mais
reconhecido pelo soro dos voluntarios. Ainda, o peptideo N provocou uma resposta
mais homogénea e mais forte do que os outros (HERRERA et al., 2005, 2011). Os
dois adjuvantes utilizados foram seguros, antigénicos, imunogénicos e capazes de
induzir a producgédo de IFN-y. Em geral, 95% dos voluntarios apresentaram inducao de
soroconversdo e 86% foram capazes de reconhecer a proteina nativa nos
esporozoitos. Além disso, o adjuvante Montanide ISA 51 apresentou uma resposta
anti-esporozoito levemente melhor do que o Montanide ISA 720 (HERRERA et al.,
2011).

Recentemente, esses peptideos também foram avaliados quanto a seguranca
e eficacia em fase clinica Il, em combinagédo com o adjuvante Montanide ISA 51, em

voluntarios saudaveis nunca expostos a malaria e voluntarios semi-imunes
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(AREVALO-HERRERA et al., 2021). Neste estudo, os participantes receberam trés
doses da vacina, contendo uma mistura dos LSP ou o placebo. A primeira dose foi
realizada apenas com os peptideos N e C, enquanto a segunda e a terceira dose
continham a mistura dos trés. Apos a imunizagéo os voluntarios foram desafiados com
esporozoitos em uma infec¢ao controlada de malaria em humanos (CHMI) e entéo foi
analisada a resposta imune. As vacinas foram seguras, bem toleradas e induziram
protecdo estéril em cerca de 36,6% dos voluntarios naive e em 27,3% dos semi-imune.
Além disso, foi observada uma soroconversao desde a primeira imunizagcdo em ambos
0S grupos, mas apos a terceira, o aumento foi significativamente maior, principalmente
No grupo naive, 0s quais também apresentaram melhor inducdo de anticorpos. Ainda,
um aumento da producdo de células produtoras de IFN-y foi observado durante a
imunizacao, mas, uma diminuicéo foi verificada ap6s o CHMI, principalmente no grupo
naive (AREVALO-HERRERA et al.,, 2021). Esse estudo apresentou algumas
limitacBes devido a dificuldades de acompanhamento dos voluntarios. No entanto, um

novo estudo (identificado na plataforma “ClinicalTrial.gov” como: NCT04739917) esta

sendo conduzido na tentativa de obter um ndamero amostral maior, em regides
endémicas e ndo endémicas e avaliar outros fatores que podem interferir na
vacinacao.

Outros estudos construiram diferentes formulacdes derivadas de LSP, tais
como o PvCS-NRC e o PVNR:R: e 0s caracterizaram em ensaios pré-clinicos. Ambas
apresentaram significativa imunogenicidade e antigenicidade em camundongos
imunizados. Além disso, os anticorpos foram capazes de reconhecer e bloquear a
invasdo dos esporozoitos in vitro (CESPEDES et al., 2013, 2014). No entanto, mais
estudos sdo necessarios para analisar suas potencialidades como candidatas
vacinais. Todos esses estudos sugerem que as vacinas derivadas de PvCSP-LSP
podem ser candidatas interessantes contra a maldria e mostram a importancia de
testar diferentes estratégias e formulagbes no design experimental de estudos

clinicos.
4.1.2 PVvTRAP
A proteina adesiva relacionada a trombospondina (PvTRAP) é uma proteina

transmembrana caracterizada por um ectodominio formado por um dominio A, uma

regido de trombospondina tipo 1 (TSR) e uma regido repetitiva, variavel entre


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04739917
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diferentes espécies. Ela é expressa nos micronemas dos esporozoitos e é translocada
para a superficie celular durante a invasao dos hepatdcitos, ja que atua na motilidade
e na interacdo com as ceélulas do hospedeiro. Além disso, também €& importante no
processo de invasao da glandula salivar dos mosquitos (SINNIS; NARDIN, 2002;
OGUNBANWO et al.,, 2006). Alguns estudos mostraram que essa proteina esta
relacionada com a inducao de resposta de células T e com altos niveis de protecao
contra a malaria em modelos animais e em humanos (MCCONKEY et al., 2003;
WEBSTER et al.,, 2005; REYES-SANDOVAL et al., 2010). Tais caracteristicas
sugerem que a PvTRAP pode ser uma candidata vacinal ideal contra a malaria.

Castellanos et al. (2007), interessados em elucidar a imunogenicidade e a
eficacia PVTRAP, conduziram um estudo com BALB/c e Aotus utilizando LSPs
derivadas de TRAP. Os peptideos foram construidos contendo o motivo Il da regido
N-terminal, o qual é importante para interacdo com as células hospedeiras. Esse
peptideo foi administrado com o adjuvante Freund nos camundongos e com
Montanide ISA 720 ou Freund nos macacos. Os resultados mostraram alta
imunogenicidade em ambas as espécies. No entanto, a resposta de anticorpos foi
maior e dose-dependente nos camundongos desde a primeira imunizacéo, enquanto,
nos macacos foram necessarias varias doses de reforco. Ainda, apenas com o
adjuvante Freund foi observado uma reacdo cruzada com o parasito. Em ambos os
casos, a producao de IFN-y nao foi significativa (CASTELLANOS et al., 2007).

Com o mesmo objetivo, Bauza et al. (2014), construiram dois vetores
recombinantes expressando PVTRAP, o adenovirus de chipanzé (ChAd63) e o virus
Vaccinia Ankara modificado (MVA) e testaram seu potencial vacinal. Essas vacinas
foram aplicadas em um sistema heterélogo do tipo dose-reforco usando ChAd63-
PVTRAP sucedido por MVA-PVTRAP. A eficicia da vacina foi analisada por meio de
um desafio com P. berghei transgénicos. Foi observado uma alta inducdo de
anticorpos e de resposta de células T nos camundongos imunizados (BAUZA et al.,
2014). Os resultados indicam que tanto a resposta celular como a de anticorpos
medeiam a protecdo contra a malaria. Esse sistema ChAd63/MVA-PVTRAP
apresentou grande potencial como candidato vacinal, contudo, sdo necessarios
estudos clinicos que avaliem a seguranca e imunogenicidade.

Cabral-Miranda e colaboradores (2017) analisaram o potencial da tirosina
microcristalina (MCT) como adjuvante de uma formulacdo vacinal composta pela

PVTRAP em sistema VLP. A PvTRAP foi fusionada a uma particula derivado do virus
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do mosaico do pepino fundido a um epitopo universal de células T da toxina do tétano
(CMVtt). Essa formulacdo foi utilizada para imunizacdo de camundongos em
coadministracdo com os adjuvantes MCT ou Alum, para comparar a resposta imune.
ApOs a imunizagéo, foi realizado um desafio com parasitos transgénicos, a fim de
avaliar a capacidade de protecdo de cada formulacdo. Em suma, foi observado que o
grupo que recebeu PVTRAP-CMVtt com MCT desenvolveu a maior, a mais rapida e
duradoura resposta de anticorpos, com dominancia de 1IgG1 (CABRAL-MIRANDA et
al., 2017). Além disso, verificou-se uma inducao significativa de IFN-y e TNF-q,
indicando uma forte resposta celular. Apds o desafio, foi observado uma significativa
reducado na parasitemia nos grupos vacinados (CABRAL-MIRANDA et al., 2017).

Outro estudo investigou a resposta imune de uma PvVTRAP recombinante
associada a trés diferentes adjuvantes: o Naloxona (NLX), o oligodeoxinucleotideo
CpC ODN1826 (CpG-ODN) e o lipideo A 2-O-desacilado monofosforil (MPL),
individualmente ou misturados, e comparou com CFA/IFA, como referéncia (NAZERI
et al., 2018). ApGs a imunizacdo dos camundongos, um aumento na resposta de
anticorpos, especialmente IgG2b e IgG2c, foi observado em todas as formulagdes, em
relacdo a proteina rPvTRAP sozinha. Esse aumento foi significativamente maior no
grupo que recebeu a formulacdo misturada, com maior nivel e avidez dos anticorpos,
bem como a razéo de IgGs. Além disso, 0s anticorpos permaneceram por mais de 180
dias apoOs a primeira imunizacdo. Todos os grupos imunizados apresentaram altos
niveis de IFN-y, baixos niveis de IL-10 e nenhuma producao de IL-4. No entanto, na
formulacdo misturada observou-se maiores niveis e persisténcia de IFN-y (NAZERI et
al., 2018). Esses resultados indicam que todos os adjuvantes induzem uma longa
resposta do tipo Thl. Ainda, indicam que a mistura de adjuvantes tem a capacidade
de potencialmente os niveis, a avidez e a persisténcia dos anticorpos, sendo, portanto,
uma estratégia interessante para melhorar a eficacia das vacinacoes.

Para analisar qual tipo de resposta imune, Thl ou Th2, é predominante em
camundongos imunizados com PVTRAP, Nazeri et al. (2020), avaliaram o perfil de
isétipo de IgG em camundongos C57BL/6. Os animais foram imunizados apenas com
proteina recombinante ou em coadministracdo com o adjuvante Freund, e a resposta
de anticorpos e citocinas foi avaliada. Os resultados mostraram que os niveis de IgG2c
anti-PVTRAP foram superiores ao de 1gG2a, com ou sem adjuvante. Além disso, foi
encontrado um nivel significativo de IFN-y e nenhum nivel de produgéo de IL-4, em

comparacdo com 0 grupo controle. Esses resultados mostram que € necessario
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avaliar a inducao de IFN-y e IgG2c em vez de IgG2a para uma interpretacéo correta
da resposta imune Thl em um teste pré-clinico. Dessa forma, € possivel analisar com
seguranca a poténcia dos anticorpos de bloqueio de esporozoitos aos hepatdcitos em
uma vacina de subunidade em desenvolvimento (NAZERI et al., 2020). No entanto,
também é necessario verificar o perfil da resposta de anticorpos em humanos.

Nesse sentido, Matos et al. (2019), avaliaram a resposta de anticorpos,
caracterizando o perfil especifico das subclasses do IgG, a um PvTRAP recombinante
na populacdo amazénica brasileira. Verificou-se que essa proteina recombinante era
imunogénica em 49% dos individuos naturalmente expostos. Da mesma forma,
Kosuwi et al. (2018), encontraram, na Tailandia, uma prevaléncia de IgG total de
63,8% e 71,5%, para o dominio Il e dominio IV, respectivamente. Nazeri et al. (2017),
identificaram uma prevaléncia de resposta do IgG de 42% no Ird, 38% no Afeganistao
e 44% no Paquistdo. O perfil das subclasses de IgG identificados nos voluntarios
foram 68% de IgG1, 49% de 1gG3, 45% de IgG2 e 16% de IgG4 (MATOS et al., 2019).
Constatou-se uma relagdo entre a producéo de IgG3 e a época do ultimo episodio da
malaria nestes voluntarios, sugerindo que essa subclasse pode estar relacionada a
protecdo (MATOS et al., 2019). Esses achados corroboram com Nazeri et al. (2017),
gue encontra prevaléncia e associacao de respostas de anticorpos IgG1 e IgG3 com
alta avidez contra o antigeno PVTRAP. Avaliar o perfil do isétipo IgG em humanos em
diferentes areas do mundo € necessario e relevante para a compreensédo de padrées
especificos de resposta a anticorpos e pode melhorar o processo de desenvolvimento
de vacinas.

Atcheson et al. (2020), utilizaram as VLP para analisar a resposta imune dos
potenciais epitopos de células B do antigeno PVvTRAP. Os peptideos foram escolhidos
pela triagem do soro de camundongos vacinados com TRAP para peptideos
imunogénicos ou explorando a regido conservada da proteina, os quais foram
acoplados a plataforma Q. Essas formulaces foram utilizadas na imunizagédo de
camundongos e, posteriormente, foi realizado um desafio com esporozoitos a fim de
avaliar a eficacia desses epitopos como vacinas. Por meio dessa metodologia foram
identificados quatro novos epitopos capazes de conferir protecdo parcial nos
camundongos (ATCHESON et al., 2020). Além disso, as vacinas inibiram a invasao
dos esporozoitos em ensaios in vitro e, 0s esporozoitos, foram reconhecidos por
anticorpos monoclonais presentes no antissoro de camundongos imunizados. Ainda,

0s anticorpos direcionados a regides conservadas eram neutralizantes, mas, apenas
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um deles, denominado TRSP, demonstrou uma eficacia protetora (ATCHESON et al.,
2020). Além disso, este estudo investigou a interferéncia imunoldgica entre os
peptideos, demonstrando que este é o principal desafio para o desenvolvimento de
uma vacina multiantigénica (ATCHESON et al., 2020). Apesar da baixa eficacia dos
peptideos identificados, este estudo foi inovador ao mostrar o potencial do QB-VLP
como um sistema para identificar novos epitopos e permitir a analise da resposta
imune em candidatos vacinais.

Uma vacina, direcionada a multiplos antigenos, poderia ser mais eficaz do que
uma vacina de antigeno unico. Para verificar a eficacia de uma vacina multiantigénica,
Atcheson et al. (2018), desenvolveram uma formulacdo combinando a PvCSP e a
PVTRAP. Essa formulagéo foi testada com dois adjuvantes, AddaVax e Matrix-M, em
diferentes plataformas. Apds a imunizagdo dos camundongos, foi realizado um desafio
com esporozoitos quimeéricos de P. berghei expressando tanto PvCSP como PVvTRAP
para avaliar a eficacia (ATCHESON et al., 2018). Os resultados mostraram 100% de
protecdo estéril, com ou sem adjuvante, quando os camundongos foram imunizados
com as duas combina¢Bes de antigeno, mesmo em doses baixas, o que nao foi
observado nas imunizaces com apenas um antigeno (ATCHESON et al., 2018).
Dessa maneira, observa-se que a combinacdo de Rv21 e MVA-TRAP, quando
coadministrados, melhora a resposta imune e aumenta a eficacia contra a malaria
vivax. Além disso, de acordo com os resultados, os vetores virais podem ter um efeito
potente como adjuvante. Nesse estudo, ndo foi observada interferéncia antigénica
nem com Matrix-M nem com AddaVax. Ambos os adjuvantes induziram respostas de
anticorpos contra o P. vivax (ATCHESON et al., 2018). Com base nesses resultados,
sugere-se que uma vacina baseada em multiplos antigenos poderia ser uma excelente

candidata vacinal.

4.2 VACINAS DE ESTAGIO SANGUINEO

A infeccao de estagio-sanguineo é a causa exclusiva dos sinais e sintomas
clinicos da malaria, devido a progressiva destruicdo dos eritrocitos. O estagio
sanguineo, assexual, engloba os merozoitos, os trofozoitos e os esquizontes, mas,
somente antigenos derivados de merozoitos s&o investigados como candidatos
vacinais, ja que estdo envolvidos na invasdo dos eritrécitos, como ilustrado na

FIGURA 3. O P. vivax infecta exclusivamente os reticulécitos e a auséncia de um
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sistema de cultivo celular de longa duracdo € o maior desafio para identificacdo de
novos candidatos para este estagio (OVCHYNNIKOVA et al., 2017). A presenca
desses antigenos no sangue estimula as células T e B na inducdo de uma resposta
imune (ZHENG et al., 2019). Portanto, uma vacina de estagio sanguineo poderia
bloquear o crescimento do parasito, prevenir os sintomas da doenca e o numero de
mortes, reduzir a duracdo e a densidade dos parasitos no sangue e, inclusive, diminuir
a transmissédo aos insetos (MUELLER; SHAKRI; CHITNIS, 2015). Atualmente, o
principal candidato vacinal desse estagio é a proteina de ligagdo ao antigeno Duffy
(PvDBP), mas, outros candidatos como a proteina apical de membrana (PvAMA-1),
0s membros da familia de proteinas de ligacdo ao reticuldcito (PvRBP) e da familia de
proteinas de superficie dos merozoitos (PvMSP) também tem sido amplamente

investigados, ja que interagem com a superficie dos reticulécitos.

FIGURA 3 - PROTEINAS DE INTERACAO COM RETICULOCITOS
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FONTE: GOLASSA et al. (2020).

LEGENDA: Espectro de proteinas do parasito que interagem com os receptores de reticuldcitos (muitos
ainda desconhecidos) durante o processo de invasdo de células Duffy-positivas e Duffy-negativas.
Essas proteinas sdo consideradas possiveis candidatos vacinais. As células Duffy-positivas
apresentam o receptor Duffy em sua superficie e a invasdo do parasito ocorre pela interagdo desse
receptor com a proteina PvDBP do parasito. Ja as células Duffy-negativas ndo apresentam ou
expressam em niveis baixos o receptor Duffy, nesse caso a invasdo do parasito ocorre pelas vias
alternativas (PvRBP, PvMSP, PvAMA1, GAMA, entre outras).

4.2.1 PvDBP

A proteina de ligagdo ao antigeno Duffy (DBP) é altamente polimorfica,
localiza-se nos merozoitos e é a principal molécula envolvida na invasdo dos
reticulocitos, devido a sua capacidade de ligacéo ao receptor Duffy para quimiocinas
(DARC/Duffy) (WERTHEIMER; BARNWELL, 1989; HORUK et al., 1993). A PvDBP é

uma proteina de membrana do tipo |, com 140-kDa, composta por quatro regifes
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principais: uma sequéncia de peptideo sinal (regido 1), duas regides ricas em cisteina
(regiao Il e regido VI) e um dominio transmembrana (regido VII). A principal € a regiao
II, que é uma sequéncia conservada responsavel pela interacdo com o eritrécito
(WERTHEIMER; BARNWELL, 1989; ADAMS et al., 1992; CHITNIS; MILLER, 1994).
O mecanismo de invasdo envolve diferentes sitios do dominio Il, os quais sdo alvos
importantes para o desenvolvimento de vacinas (BATCHELOR et al., 2014).

Por muito tempo, acreditava-se que a PvDBP era a unica ligante dos
reticuldcitos e, portanto, os individuos com fenétipo Duffy-negativo seriam resistentes
a malaria vivax ( MILLER et al., 1976; HORUK et al., 1993). De fato, observa-se uma
diminuicdo da suscetibilidade relacionada a esse fendtipo (KING et al., 2011). No
entanto, nos dltimos anos, foi demonstrado que individuos Duffy-negativo também
podem ser infectados pelo P. vivax, provavelmente, devido a vias alternativas de
invasdo aos eritrocitos, como ilustrado na FIGURA 3. Essas moléculas ja tem sido
identificadas, sugerindo que o mecanismo de invasao € muito mais complexo do que
se acreditava (ZIMMERMAN, 2017; KANJEE et al., 2018; GOLASSA et al., 2020;
KEPPLE et al., 2021). Portanto, uma vacina composta apenas pelo antigeno PvDBP,
provavelmente, ndo poderia conferir uma protecdo contra todas as variantes do
parasito e ainda poderia provocar uma pressado de selecdo sobre os antigenos de
superficie, levando a um aumento da frequéncia da expressao de genes envolvidos
nas vias alternativas. Portanto, € necessario encontrar e incluir outros antigenos em
um sistema vacinal, buscando interromper todas as vias de invasdo as células
hospedeiras.

No entanto, anticorpos contra o dominio Il dessa proteina apresentaram
excelentes resultados no bloqueio da invasdo dos reticulécitos e na reducdo da
infeccao pelo P. vivax (MICHON; FRASER; ADAMS, 2000; GUPTA et al., 2018). Além
disso, pesquisadores observaram uma resposta de células B de memoria de longa
duracdo entre individuos que viviam em regides de baixa endemicidade (CHANGROB
et al., 2018). Devido aos resultados promissores e as diversas evidéncias da PvDBPII
como candidato vacinal, nas ultimas décadas uma série de estudos foram
desenvolvidos para testar sua imunogenicidade em diferentes formulacgoes.

Yazdani et al., (2004), desenvolveram uma vacina derivada da regiédo Il do
PvDBP. Para isso, foi construida uma proteina recombinante, expressa, caracterizada
e avaliada por meio da imunizacdo de camundongos. A vacina foi formulada com a

proteina recombinante em conjunto com cinco adjuvantes diferentes para comparar a



41

inducao de anticorpos, sao eles: Montanide ISA720, AS02A, MF59, QS21 e Alum. Os
resultados demonstraram uma producao significativa de IgG em todas as formulacdes,
no entanto, com ISA720 e AS02A, a indugéo de anticorpos e citocinas foi maior. Além
disso, esses dois adjuvantes e o Alum mostraram melhor inibicdo de ligacdo da
proteina aos eritrocitos em ensaios in vitro (YAZDANI et al., 2004). Esses resultados
mostraram que anticorpos contra a PvDBPII podem bloquear a invasdo do parasito.

Em um estudo realizado com a imunizacao de Macaca mulata foi observada
seguranca e a imunogenicidade de uma proteina recombinante derivada de PvDBP-
RII (MORENO et al., 2008). Esta vacina foi formulada com trés adjuvantes diferentes:
Alhydrogel, Montanide ISA 720 ou AS02A. Apo6s a imunizacdo dos macacos, foi
detectada uma alta resposta de anticorpos e de IFN-y, principalmente com ISA 720 e
ASO02A, que foram correlacionados com a capacidade de inibir a invasao dos parasitos
(MORENQO et al., 2008).

Na tentativa de investigar o papel dos anticorpos especificos ao PvDBPII na
resposta imune, um estudo demonstrou que a presenca desses anticorpos,
naturalmente adquiridos, esta relacionada a protecdo contra a infec¢do por P. vivax
em uma regido hiper endémica (KING et al., 2008). Os resultados deste estudo
mostraram uma reducao de 55% no risco de infeccdo em criancas que apresentavam
altos titulos desses anticorpos. Além disso, foram associados a um atraso no tempo
para reinfeccdo e na reducédo da parasitemia. Ainda, foi observado uma resposta
contra diferentes cepas (KING et al., 2008). Outro estudo observou que anticorpos
especificos a PvDBPII naturalmente adquiridos, estdo associados a maior protecéo
contra uma cepa homologa do que uma cepa heteréloga. No entanto, verificou-se um
atraso na reinfeccao quando os niveis de anticorpos para as variantes mais comuns
foram combinadas (COLE-TOBIAN et al., 2009). Isso indica que uma vacina
multialélica poderia fornecer uma maior protecdo contra a malaria vivax. Nesse
sentido, a identificacédo e caracterizagdo de diferentes polimorfismos do gene pvdbp
sao importantes para o desenho vacinal, uma vez que podem interferir na eficacia da
vacina e facilitar a evasdo imunoldgica do parasito, conforme revisado por Sousa et
al. (2014).

Um estudo identificou um epitopo de células B em uma regido polimoérfica de
PvDBPII, chamada de epitopo DEK, que é alvo de anticorpos anti-DBPII inibitorios e
esta relacionado a protecdo (CHOOTONG et al., 2010). A sequéncia desse epitopo

foi usada para criar uma nova molécula de DBPII, chamada DEKnull, da qual foram
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removidos os residuos polimorficos para avaliar a imunogenicidade sem a influéncia
de respostas antigeno-especificas e focando a resposta em regides mais conservadas
(NTUMNGIA; ADAMS, 2012). ApGs a expressao e purificacdo, a proteina foi utilizada
em ensaios de ligacdo de eritrocitos, na imunizagdo de camundongos e o soro foi
usado em ensaios de inibicdo de ligacdo eritrocitica. Os resultados mostraram uma
atividade de ligacéo similar a proteina nativa e uma alta producdo de anticorpos, 0s
quais inibiram completamente a ligacdo da proteina nativa aos eritrécitos
(NTUMNGIA; ADAMS, 2012). Esses resultados indicam que uma regido mais
conservada pode fornecer uma boa protecéo contra a malaria vivax e sdo capazes de
induzir uma imunidade cepa transcendente (NTUMNGIA; ADAMS, 2012).

Posteriormente, foi desenvolvida uma nova proteina recombinante derivada
do DEK-null, chamada DEK-null-2, a qual contem a regido conservada mais
importante para ligacéo aos reticulocitos e foram retirados os epitopos nao funcionais
associados com uma resposta especifica a cepa, na tentativa de obter uma proteina
ainda mais imunogénica (NTUMNGIA et al., 2017). Apdés a imunizacdo dos
camundongos, essa nova proteina mostrou uma maior resposta de anticorpos
especificos do que a proteina original. Além disso, foi verificada a permanéncia desses
anticorpos durante seis anos em voluntarios residentes de regiées endémicas de
malaria na Amazonia (NTUMNGIA et al., 2017). Também, foi observada inibicdo da
invasao de reticulécitos em cultivo celular. Este estudo demonstrou que o DEK-null-2
€ um alvo de anticorpos naturalmente adquiridos e, portanto, poderia ser um bom
candidato a vacina, com uma resposta imune forte e duradoura (NTUMNGIA et al.,
2017). Medeiros et al. (2020) investigaram a relacdo entre a resposta de IgM e IgG
naturalmente adquiridos, especificos ao DBPIlI, durante um periodo de
acompanhamento de nove anos. As respostas foram comparadas com dois alelos
diferentes derivados do PvDBP, 0 Sal-1 e a cepa DEK-null-2 (MEDEIROS et al., 2020).
Os resultados demonstraram que a exposi¢ao a longo prazo a niveis baixos e instaveis
de transmissdo da malaria provoca uma resposta IgM especifica do DBPII contra
epitopos especificos de variantes, enquanto a resposta IgG contra DBPII especifico
da variante foi mal sustentada em um periodo de baixa transmissao. Esses resultados
sugerem que os anticorpos IgM sédo indicativos de exposi¢cdo continua a malaria,
engquanto o IgG esta associado a resposta de anticorpos especificos (MEDEIROS et
al., 2020).
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Entre as estratégias para projetar uma vacina derivada de epitopos, foi
desenvolvida uma técnica de mascaramento glicano, que consiste em esconder a
superficie proteica com glicosilagdo para direcionar a resposta dos anticorpos a
superficie exposta (SAMPATH et al., 2013). Para isso, foi adicionado de um sitio N-
glicano em diferentes regides do PvDBP (dentro ou fora da regido de interacdo) para
verificar o efeito desse mascaramento na interacéo com o receptor DARC (SAMPATH
et al., 2013). Os resultados mostraram inibicdo da ligacdo com o DARC quando o N-
glicano foi adicionado ao dominio de interacdo Il e nenhuma inibicdo quando foi
adicionado em uma regido distante, mostrando a importancia deste local para a
interacdo (SAMPATH et al., 2013). No entanto, o ensaio de resposta a anticorpos e
atividade inibitoria de anticorpos ndo foram significativos entre essas proteinas e o
tipo selvagem PvDBP (SAMPATH et al., 2013).

Varios estudos que investigaram epitopos de PvDBPII foram realizados para
identificar a regido especifica de ligacdo aos reticulocitos por meio da utilizacdo de
anticorpos monoclonais com atividade inibitoria. Chen et al. (2016), identificaram e
caracterizaram trés epitopos amplamente conservados, chamados 2D10, 2H2 e 2C,
gue poderiam fornecer imunidade cepa-transcendente e fornecer motivos criticos para
um desenho vacinal. Da mesma forma, Urusova et al. (2019), encontraram dois
anticorpos monoclonais derivados de epitopos conservados com alta atividade de
neutralizacdo e bloqueio, que nao foi afetada pelo polimorfismo, sugerindo uma
imunidade cepa-transcendente. Rawlinson et al. (2019) obtiveram anticorpos
monoclonais derivados do soro de voluntarios imunizados com PvDBPII para verificar
sua capacidade de inibir a ligacdo do PvDBPIl ao DARC e sua capacidade de
neutralizar a invasdo dos parasitos em ensaios in vitro e isolados clinicos
(RAWLINSON et al., 2019). Foi encontrado um mAbs capaz de inibir a invasédo de
multiplas cepas de P. vivax, chamado DB9. A estrutura do DB9 foi investigada, e
constatou-se que reconhece um epitopo localizado no subdominio 3 da PvDBPII,
mostrando um importante local de inibicdo (RAWLINSON et al., 2019). Os autores
sugerem que projetar este epitopo como um candidato a vacina poderia fornecer bons
resultados. George et al. (2019), também encontraram um mAbs do subdominio 3,
chamado 3C9, conservado e linear, capaz de induzir uma resposta de anticorpos
contra uma proteina recombinante de PvDBP e capaz de inibir a ligagdo da PvDBP
ao reticulocito in vitro. Recentemente, foi demonstrado que o PvDBPIlI contém

epitopos cripticos, localizado no subdominio 1 (SD1), o qual conferiu imunidade
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cruzada reativa ao VAR2CSA, um membro da familia de proteina de membrana do
eritrocito de P. falciparum (PfEMP1) (MITRAN et al.,, 2019). Em resumo, foi
demonstrado que anticorpos contra o epitopo SD1 poderiam inibir uma via de
viruléncia em P. falciparum in vitro (MITRAN et al., 2019). Este estudo demonstra a
importancia da identificacdo de diferentes epitopos de diferentes espécies de
Plasmodium, que podem estar relacionados a imunidade heterdloga.

Estudos pré-clinicos foram realizados com trés vetores virais recombinantes:
sorotipo de adenovirus humano 5 (HAdV5), adenovirus de chimpanzé 63 (ChAd63), e
virus Vaccinia Ankara modificado, contendo a sequéncia de PvDBP-RII para acessar
sua capacidade de induzir uma resposta imune em ratos e coelhos e comparar
diferentes adjuvantes (DE CASSAN et al., 2015). Foi confirmado que o PvDBP-RII é
altamente imunogénico, ja que provoca uma forte resposta de anticorpos com
qualquer vetor viral. Esses anticorpos foram capazes de reconhecer o P. vivax nativo
no soro de pacientes infectados (DE CASSAN et al.,, 2015). Além disso, uma
abordagem de modalidade mista foi testada para avaliar dois adjuvantes fortes,
Montanide ISA720 e Abisco 100, em combinacdo com vetores virais ou proteinas
recombinantes. Os resultados mostraram alta resposta humoral de IgG e celular de
IFN-y em ambas as combinacdes, especialmente apds trés imunizagdes. O maior
nivel de inibicao de ligacéo foi com o adjuvante Abisco 100 (DE CASSAN et al., 2015).
Este estudo indica que as plataformas virais para o desenvolvimento de vacinas séo
uma estratégia promissora, uma vez que esses candidatos parecem induzir protecéao
estéril. Isso foi investigado em testes clinicos.

No estudo clinico de fase 1, as formulacbes de ChAd63 e MVA contendo a
sequéncia da PvDBPII (Sal-1), foram utilizadas no sistema de imunizacéo heterdlogo
do tipo prime-boost, com 8 semanas de intervalo (PAYNE et al.,, 2017). A vacina
apresentou alta seguranca e eficacia. Foi observado uma alta resposta de anticorpos
especificos com atividade de bloqueio de ligagdo ao eritrécito. Além disso, foram
observados uma alta resposta de células B, células de memoria e de anticorpos 1gG1
e 1gG3, apos o boost com MVA (PAYNE et al., 2017). Também, foi encontrada uma
excelente resposta de células T produtoras de IFN-y, sugerindo um papel importante
destas células na aquisicdo da imunidade. Além disso, foi avaliada a atividade de
inibicdo de ligagdo com uma cepa diferente de P. vivax, a cepa Indiana HMP013, os

resultados mostraram 50% de inibicao, sugerindo uma imunidade cepa-transcendente
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(PAYNE et al., 2017). Atualmente, os estudos com ChAd63 e MVA PvDBP-RII estdo
recrutando voluntarios para acessar 0s ensaios clinicos de fase II.

Outro ensaio clinico de fase | foi realizado com uma PvDBPII recombinante
em uma emulsdo lipidica de glucopiranosil (GLA-SE) (SINGH et al.,, 2018). A
formulacéo foi utilizada na imunizacéo de adultos Indianos saudaveis, com doses de
10, 25 e 50 ug, e demonstrou ser segura e bem tolerada (SINGH et al., 2018). Os
resultados mostraram que todas as doses provocaram respostas de anticorpos
especificos e de bloqueio de ligacdo. No entanto, com 50 ug, a inibicao foi maior e
mais persistente. Além disso, também foi observada uma resposta cepa-
transcendente (SINGH et al., 2018). Este estudo apoia o PvDBPII/GLA-SE como

candidato a vacina e a inclusdo de ensaios clinicos fase II.

4.2.2 Familia de PVYRBP

A familia de proteinas de ligacao ao reticuldcito (PvRBP) engloba importantes
membros que medeiam a invasdo ou ades&o aos reticuldcitos (GALINSKI et al., 1992).
O genoma do P. vivax Salvador-1 possui ao menos 11 membros, cinco sdo genes de
comprimento completo (PvRBP-1a, PvRBP-1b, PvRBP-2a, PvRBP-2b e PVvRBP-2¢),
trés sdo genes parciais (PvRBP1-P1, PvRBP2-P1 e PVRBP2-P2) e trés sdao
pseudogenes (PVvRBP-2d, PvRBP-2e e PvRBP-3) (CARLTON et al., 2008; CHAN et
al., 2020). As PVRBPs se localizam no polo apical dos merozoitos e estdo envolvidos
nas vias alternativas de invasdo nos pacientes Duffy-negativos, ja que foi
demonstrado sua capacidade de ligacéo e seletividade aos reticulocitos (FRANCA et
al., 2016; CHAN et al., 2020; GOLASSA et al., 2020; KEPPLE et al., 2021). Além disso,
alguns estudos mostraram que anticorpos humanos contra algumas PVRBPs
provocam uma reducéo da parasitemia e induzem uma prote¢ao contra casos clinicos
(FRANCA et al., 2016; HIETANEN et al., 2016).

As primeiras proteinas descritas nessa familia foram a PvRBP-1a, uma
proteina transmembrana ligada por dissulfetos, e a PvRBP-2c, um complexo proteico
adesivo (GALINSKI et al., 1992). Gupta e colaboradores (2017) demonstraram que
anticorpos naturalmente adquiridos contra dominios especificos de PvRBP-la e
PVRBP-2c tém alta atividade inibitoria da ligacdo ao reticuldcito. Ainda, o estudo
sugere que existem diferentes sitios de ligacéo, ainda desconhecidos, diferentes dos
sitios de PvDBP (GUPTA et al., 2017). No entanto, em outro estudo, Gupta et al.



46

(2018), demonstrou que anticorpos purificados de coelho contra uma PvRBP-laso
recombinante ndo tiveram uma inibicdo significativa, ndo sendo, portanto, um
candidato ideal. Chan et al. (2020) discute que esse resultado se deve,
provavelmente, a grande variagdo nos resultados obtidos nos ensaios de invaséo de
P. vivax de diferentes isolados clinicos (GUPTA et al., 2018; CHAN et al., 2020).
Outro estudo investigou e caracterizou dominios especificos de ligacdo da
RBP-la. De acordo com os resultados, o dominio RBP1:F8 (157 aa — 650 aa) é
altamente imunogénico, uma vez que foi capaz de induzir um alto nivel de anticorpos
apos a imunizacdo de camundongos (NTUMNGIA et al.,, 2018). Além disso, 0s
anticorpos foram capazes de bloquear a interagdo com reticuldcitos e normacitos in
vitro e estavam presentes no soro de individuos naturalmente expostos ao P. vivax, o
que sugere que essa proteina é naturalmente imunogénica (NTUMNGIA et al., 2018).
Longley et al. (2017), investigaram as respostas de anticorpos IgG contra os
estagios sanguineos de P. vivax em voluntarios assintomaticos em uma regido de
baixa transmissdo do oeste da Tailandia. Entre as proteinas analisadas, foram
investigados cinco membros da familia PvRBP. Em geral, observou-se que as
magnitudes das respostas do IgG a diferentes PVRBPs sdo geralmente
correlacionadas e tendem a aumentar com a idade (LONGLEY et al., 2017). Além
disso, observou-se que o PVRBP-1b € imunogénico em pacientes assintomaticos.
Além disso, a PvRBP-2c Non-Binding foi associada a protecdo em criancas
(LONGLEY et al., 2017). Enquanto o RBP2-P2 e o RBP-1b podem fornecer uma
resposta de anticorpos no inicio da vida e duradoura mesmo na auséncia de novas
infeccbes (LONGLEY et al., 2017). He et al. (2019) investigaram a resposta de
anticorpos contra seis PvRBPs recombinantes (PvRBP-1a, PvRBP-1b, PVRBP-2a,
PVRBP-2b, PvRBP-2c Non-Binding e PvRBP2-P2) em populagbes que vivem em
regioes de baixa transmissao da malaria no Brasil e na Tailandia. Este estudo mostrou
gue a resposta do IgG a PvRBP-la, PvRBP-2b e PVvRBP-2cNB poderia ser um
marcador imunolégico adequado da infeccdo assintomatica de P. vivax nessas
regides em uma ampla faixa etaria e prever individuos com maior risco prospectivo de
infeccdo (HE et al., 2019). Além disso, verificou-se que 0s niveis de anticorpos para
PVRBP-2b estdo associados a protecéo contra episodios clinicos de P. vivax, mesmo
em niveis baixos (HE et al., 2019).
Gruszczyk et al. (2018), identificaram o receptor transferrina 1 (TfR1 ou CD71)

o principal receptor envolvido na ligagdo de PvRBP-2b ao reticuldcito e elucidaram o
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mecanismo envolvido nesse processo. Foi observado um bloqueio da invasao P. vivax
na auséncia deste receptor. Além disso, anticorpos monoclonais contra PvRBP-2b
foram capazes de inibir a ligacdo e a invasao pelo P. vivax nas células humanas
(GRUSZCZYK et al., 2018).

Interessados em compreender a funcdo dos anticorpos PVvRBP, Chan et al.
(2021), obtiveram e caracterizaram anticorpos monoclonais para PvRBP-2b de
individuos com imunidade naturalmente adquirida ao P. vivax. O estudo mostrou que
0s mADbs inibem a ligacdo de PVvRBP-2b aos reticuldcitos, bloqueando a formacéo do
complexo TfR1-Tf, e identificaram alguns epitopos envolvidos nesse processo (CHAN
et al.,, 2021). Os resultados mostraram que diferentes mAbs tém diferentes
mecanismos de inibicdo, e sua combinacao poderia proporcionar um melhor bloqueio
de invasdo. Além disso, foi sugerido que essa estratégia poderia diminuir o impacto
do polimorfismo, que é o principal obstaculo do desenvolvimento de vacinas para P.
vivax (CHAN et al., 2021).

Chim-Ong et al. (2020), examinaram as caracteristicas funcionais do PvRBP-
2P1 como um ligante de invasdo de P. vivax e sua resposta de anticorpos em
pacientes com maléaria. Foi encontrado que a rRBP-2P1 interage seletivamente com
os reticuldcitos, no entanto, ainda ndo se sabe quais receptores estdo envolvidos.
Além disso, anticorpos de coelho para rRBP-2P1 reduziram a ligacdo de PvRBP2-P1
ao eritrocito de maneira dose-dependente (CHIM-ONG et al., 2020). A resposta imune
naturalmente adquirida ao rRBP-2P1 foi associada a uma baixa parasitemia (CHIM-
ONG et al., 2020). Além disso, a resposta foi maior em assintomatico do que em
pacientes, indicando uma exposicao prévia. A interferéncia de anticorpos humanos na
ligacdo ao eritrocito indica um papel protetor (CHIM-ONG et al., 2020). No entanto,
novos estudos sdo necessarios para investigar a capacidade dos anticorpos de
bloquear a invasao de parasitos.

De acordo com esses resultados, os membros da familia PvRBP apresentam
funcdes imunogénicas. No entanto, alguns deles ainda nao foram idealmente
caracterizados, ha muitas lacunas na compreenséo de sua fungdo e o papel na
resposta imune é desconhecido. Portanto, novos estudos sao necessarios para avaliar
0 potencial desses candidatos em induzir uma resposta protetora em formulagcdes

vacinais.
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4.2.3 PvAMA1

O antigeno de membrana apical 1 (AMA1) é uma proteina de superficie
secretada pelo micronema de todas as espécies de Plasmodium. Essa proteina
desempenha um papel importante na invasao de parasitos em células hospedeiras no
estagio pré-eritrocito e sanguineo, por ser um componente essencial da juncdo de
movimento no polo apical do parasito, formando um complexo de invaséo em conjunto
com a proteina de roptrias 2 (RON2) (TRIGLIA et al., 2000; A. MACRAILD et al., 2011).
A PVAMA1 compreende quatro regides principais, uma pro-sequéncia, um ecdominio
rico em cisteina, um dominio transmembrana e uma regido citoplasmatica C-terminal
(NAIR et al., 2002; PIZARRO et al.,, 2005). O ectodominio contém trés regibes,
chamadas DI, DIl e DIIl (PIZARRO et al., 2005). Enquanto a regiao DI tem a maior
diversidade genética e taxa de mutacdo, o DIl € a regido mais conservada e
imunogénica, além disso, € reconhecida por anticorpos humanos apds infeccao
natural (MUFALO et al., 2008; ZAKERI et al., 2013). PvAMA1 ¢ um candidato
promissor contra a malaria, uma vez que pode induzir uma forte resposta imune e
pode inibir o crescimento de parasitos (KOCKEN et al., 1999). Além disso, analises
de bioinformatica demonstraram que a PvAMAL é altamente imunogénica, antigénica
e tem caracteristicas ideais de vacina, como a presenca de varios epitopos
(JAHANGIRI; JALALLOU; EBRAHIMI, 2019). Bueno e colaboradores (2009)
demonstraram que PvAMA1l em uma formulagcdo vacinal apresenta um papel na
modulacdo da maturacdo de células dendriticas pelo aumento da apresentacdo de
moléculas na superficie celular. Além disso, observou-se que a indu¢cdo de uma
resposta de citocinas induzido por este antigeno estava associada a protecéo clinica
(BUENO et al., 2009).

Outros estudos mostraram que em casos de malaria descomplicada ha
producgédo de anticorpos de curta duracdo, mas resposta de células B de longa duragéo
(MBC) para PVAMAl em individuos expostos nas regides com diminuicdo da
transmissdo da malaria na Regido Amazobnica. Estes achados indicam que
populacbes de areas com declinio de transmissdo podem produzir e manter
anticorpos potencialmente protetores, e a presenca desses MBCs poderia determinar
Se 0s pacientes reexpostos a mesma cepa desenvolveriam uma infeccao patente no
estagio sanguineo (SOARES et al., 2019).
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A investigacao sobre a melhor formulagédo vacinal com PvAMAL tem gerado
diversos estudos. Gentil et al. (2010) projetaram diferentes proteinas recombinantes
derivadas da PvAMAl e avaliaram sua imunogenicidade pela imunizacdo de
camundongos BALB/c com diferentes adjuvantes. Os resultados mostraram que o
PVAMAL foi imunogénico em todas as formulacdes testadas, no entanto, observou-se
uma melhor resposta de IgG com os adjuvantes Quil A, TLR9 agonista CPG-ODN e
TiterMax (GENTIL et al., 2010). Além disso, os anticorpos contra a PvAMA1-DII foram
capazes de reconhecer a AMAL nativa na superficie dos merozoitos presentes no
sangue de pacientes infectados (GENTIL et al., 2010). Da mesma forma, Vicentin et
al. (2014) expressaram PVAMA1l em Pichia pastoris e compararam diferentes
formulacgdes de vacinas em camundongos. Foi demonstrado que as formulagdes com
Quil A e IFA induziram maior titulo de anticorpo e respostas Th1/Th2 mais equilibradas
do que MPLA ou Alum. Além disso, foi demonstrado que anticorpos contra o PvAMAL
tem um papel inibidor de invasao contra diferentes cepas de P. vivax (VICENTIN et
al., 2014). Someabozorg et al. (2015) demonstraram que a Naloxona (NLX), com uma
PVAMA1 recombinante, ndo pode induzir uma boa resposta imune. No entanto, em
combinacdo com outro adjuvante, como IFA, obteve-se uma resposta Th1l/Th2
equilibrada (SOMEABOZORG et al., 2015).

Bouillet et al. (2011) avaliaram a imunogenicidade de uma formulacao
contendo PvAMAl em vetor de adenovirus (Ad5PVAMALl) em um sistema de
imunizacao prime-boost, com o Montanide ISA720 como adjuvante. Essa formulagéo
induziu anticorpos especificos de longa duracdo, com a producéo de IgG1 e IgG2a, e
uma resposta forte e duradoura de células T, o que € importante para neutralizar a
infeccdo (BOUILLET et al., 2011). Salavatifar et al. (2015), demonstraram que a
PVAMA1 expressa em E. coli pode induzir uma resposta imune humoral de longa
duracdo em camundongos, quando imunizados com a proteina e o adjuvante Freund.
Neste caso, observou-se maior nivel de producéo de IgG2b e IgG1 e uma resposta
Th1/Th2 equilibrada que persistiu até um ano ap0s a primeira imunizagao
(SALAVATIFAR et al.,, 2015). Alem disso, 0s anticorpos contra a proteina
recombinante reconheceram o antigeno nativo no parasito (SALAVATIFAR et al.,
2015).

Bueno et al. (2011) identificaram um epitopo linear de célula B altamente
antigénico na PvAMAL-DIl e confirmaram sua antigenicidade. Inicialmente, foi

confirmado que anticorpos especificos para PvAMA1L estdo associados a respostas
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de anticorpos ao DIl em individuos naturalmente expostos a malaria (BUENO et al.,
2011). Alem disso, o perfil da resposta do IgG mostra uma predominancia dos subtipos
IgG1 e 1gG3. Posteriormente, o epitopo (290-307 aa) foi sintetizado e os niveis de
producéo de IgG contra esse epitopo foram medidos utilizando amostras de soro de
individuos naturalmente infectados por P. vivax que apresentaram reatividade prévia
ao PvAMA1 (BUENO et al., 2011). Os resultados mostraram uma positividade de
58,3% contra o0 peptideo sintético, o que sugere que a producdo especifica de
anticorpos contra este epitopo € produzida durante a infec¢éo natural (BUENO et al.,
2011).

Conforme discutido anteriormente, a alta taxa de polimorfismo nos antigenos
do parasito sdo o maior desafio do desenvolvimento vacinal contra a malaria vivax
(TAKALA et al., 2009). Por isso, alguns estudos investigaram a presenca e influéncia
do polimorfismo PVAMAL na resposta imune, uma vez que uma imunidade contra
apenas um alelo pode induzir uma imunidade especifica a cepa (GUY et al., 2018;
BITTENCOURT et al., 2020; FRANCA et al., 2021). O problema dessa imunidade é
que ela poderia facilitar a evasao de parasitos aos anticorpos induzidos pela vacina,
uma vez que nao pode conferir protecdo contra diferentes variantes (TAKALA et al.,
2009). Além disso, varios polimorfismos foram observados nos sitios de ligacédo de
PVAMAL, que sugerem uma pressao imunoldgica nessas regides (GUY et al., 2018).
Assim, regides conservadas e de baixa diversidade genética podem ser alvos
promissores de vacinas (GUY et al., 2018).

Além disso, é importante considerar que a resposta imune difere de acordo
com cada polimorfismo (BITTENCOURT et al., 2020). Bittencourt et al. (2020),
demonstraram que alguns hapl6tipos brasileiros, que sdo variaveis em epitopos de
células B, podem induzir uma reatividade cruzada contra diferentes alelos na mesma
populacao, conferindo protecdo contra diferentes variantes. Na mesma perspectiva,
Franca et al. (2021) mostraram que alguns polimorfismos brasileiros também
apresentavam reacdo cruzada contra variantes estrangeiras. Também, foi observado
a presenca de epitopos comuns entre as duas popula¢des e uma inducao de resposta
cepa-transcendente (FRANCA et al., 2021). Esses estudos sugerem que a
combinacao de variantes chaves de PvAMA1 em uma formulacdo multialélica poderia
proteger contra varias cepas distribuidas ao redor do mundo. No entanto, uma

formulag&o de vacina ideal deve considerar a frequéncia de haplotipos mais comuns
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presentes na populacdo de cada area endémica para encontrar o antigeno
imunodominante e escolher o melhor candidato (BITTENCOURT et al., 2020).

Na tentativa de melhorar a resposta imune aos antigenos e a eficicia protetora
das vacinas, alguns estudos tém investigado o potencial de vacinas multiantigénicas.
Nessa perspectiva, Obaldia lll et al. (2017), avaliaram o efeito de uma vacina contendo
plasmideo de DNA e vetores de adenovirus com os antigenos AMA1 e MSP142 em
um sistema de imunizacdo prime-boost heterélogo contra um desafio de estagio
sanguineo em macacos Aotus. Os resultados mostraram que esse sistema foi mais
protetor em comparacdo com as vacinas que codificam apenas um antigeno pela
maior inducéo de titulos de anticorpos, reducéo dos niveis de parasitemia e maiores
taxas de auto-cura durante o periodo de experimento (OBALDIA 11l et al., 2017). Além
disso, apesar de nédo ter sido observada uma protecdo estéril, observou-se uma
correlacdo negativa entre os titulos de anticorpos e 0s niveis de parasitemia.

Lima et al. (2020) analisaram a imunogenicidade das formula¢gBes vacinais
compostas por yPvCSP-Allr. e PYAMAL, isolado ou em combinagéo, com Poly (I: C)
como adjuvante, em BALB/c e C57BL/6. A resposta de anticorpos dos BALB/c foi
relativamente mais baixa para o PvCSP, enquanto para PvAMAL e para a vacina mista
foram maiores, 0 que poderia estar relacionado a uma imunodominancia dos epitopos
de PvAMA1 (LIMA et al., 2020). Em contrapartida, a resposta de anticorpos para
C57BL/6 foi maior e mais duradoura em ambas as imunizacdes e nao foi observada
diferenca estatistica para a vacina mista. Na avaliacdo do perfil de IgG, foi observado
uma predominancia da resposta Th2 e a presenca de PvAMA1 parece melhorar o
equilibrio da resposta imune. No entanto, na vacina mista, uma interferéncia
antigénica na resposta proliferativa especifica de células e na secrecao de citocinas
foi identificada (LIMA et al., 2020). Além disso, foi observado uma diminuicdo da
parasitemia em ambas as imuniza¢des apos desafio com esporozoitos transgénicos
Pb/PvCSP-VK210, apesar de néo ter sido observada uma protecdo estéril (LIMA et
al.,, 2020). Em suma, esses estudos mostraram que o0 regime heterdlogo de
imunizacao é uma boa escolha para melhorar a eficacia das vacinas contra a malaria.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para identificar a melhor combinacédo de

antigeno e as melhores plataformas de imunizacao.
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4.2.4 Familia de PvMSP

As proteinas de superficie de merozoitos (MSP) sdo as mais abundantes da
superficie celular dos merozoitos e desempenham um papel importante na sua
sobrevivéncia, por esses motivos elas podem ser eficazes como candidatas vacinais.
Essas proteinas possuem regides importantes de ancora de GPl que medeiam a
invasdo das células hospedeiras (BEESON et al., 2016). Soares e colaboradores
(1997), investigaram o potencial das PYMSP contra a maléaria vivax e indicaram a
inducdo de uma alta resposta imune celular e humoral, que estad associada a uma
reducao do risco de infeccao.

A principal candidata é a PvMSP1 (180 a 230 kDa), que se localiza na
superficie dos merozoitos e tem um papel fundamental na invasédo dos eritrgcitos.
Durante o processo de invasao ocorrem diversas clivagens proteoliticas ha PvMSP1
gerando fragmentos de diversos tamanhos. Um deles é o de 42 kDa (MSP142), que
permanece ancorado na membrana. Apos novo processamento dois fragmentos séo
gerados um de 33 kDa (MSP133), correspondente a regido N-terminal, e outro de 19
kDa (MSP1li9), correspondente a regido C-terminal (BLACKMAN; WHITTLE;
HOLDER, 1991; HAN et al., 2018). O fragmento de 33 kDa também pode ser clivado
em dois novos fragmentos, um de 14 kDa (MSP114) e outro de 20 kDa (MSP120).
Todos esses fragmentos foram utilizados em diferentes formulacées vacinais e
demonstraram um papel protetor em diferentes modelos animais, com a indugéo de
alta resposta de anticorpos especificos, producdo de citocinas e reducdo da
parasitemia (PERERA et al.,, 1998; DUTTA et al.,, 2001; SIERRA et al.,, 2003;
BARRERO et al., 2005). Apesar de todos serem imunogénicos, o candidato mais
estudado e promissor € o MSP1io. Verificou-se que o PvMSP1lig é altamente
imunogénico durante a infeccdo natural em individuos que vivem em diversas regides
endémicas da malaria (FERNANDEZ-BECERRA et al., 2010; MOURAO et al., 2012;
KALE et al., 2019).

A PVMSP1 tem uma regido de homologia com Pfl190L, uma regiédo
imunogénica da MSP1 de P. falciparum, chamada Pv200L. Quando utilizado em
formulagBes vacinais, observou-se que ela é reconhecida por diferentes cepas de
camundongos e poderia induzir uma resposta imune que € impulsionada apos a
infecgéo natural (KASLOW; KUMAR, 1996). Além disso, verificou-se que a Pv200L é

naturalmente imunogénica e a presenca de anticorpos contra a Pv200L foi
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correlacionada com o numero de infecgcbes anteriores, no Brasil e na Colémbia
(VALDERRAMA-AGUIRRE et al., 2005; ECHEVERRY et al., 2011).

Cunha et al. (2001), compararam a imunogenicidade de diferentes sistemas
de imunizagdo de vetores bacterianos. Foi observado que entre os candidatos
analisados, o His6-MSP119 e 0 His6-MSP119-PADRE, foram os mais reconhecidos por
anticorpos de diversos individuos expostos ao P. vivax, induzindo anticorpos
especificos ao MSP119. Além disso, o epitopo PADRE néo alterou o reconhecimento
dessa proteina recombinante por anticorpos humanos (CUNHA; RODRIGUES;
SOARES, 2001). Rosa et al. (2004) mostraram que a presenca desse epitopo na
formulacéo de vacinas poderia melhorar muito a resposta imune quando séo utilizados
em conjunto com adjuvantes fracos. Essa estratégia pode ser util para melhorar o
desenvolvimento de vacinas. Em outro estudo, Rosa et al. (2006) observaram que o
His6MSP119 fundido com dois epitopos de células T eram altamente imunogénicos
em Callithrix jacchus jacchus, mas apenas quando administrado em adjuvante
incompleto de Freund (ROSA et al., 2004, 2006).

Dobrescu et al. (2020) geraram linhagens transgénicas de P. berghei
expressando o PvMSP119 e utilizaram-nas para desafiar camundongos imunizados
com vacinas derivadas de PvMSP119 ou PvMSP142. Os resultados mostraram que,
apesar da alta inducdo de anticorpos especificos e de um processo inflamatério
equilibrado nos camundongos imunizados, os efeitos protetores da vacinagédo foram
observados apenas mais tarde no curso da infeccdo, e ndo foram suficientes para
controlar a parasitemia inicial (DOBRESCU et al., 2020). No entanto, essa resposta
imune foi capaz de proteger camundongos imunizados da morte (DOBRESCU et al.,
2020).

Fonseca et al. (2016) projetaram uma Quimera Modular Recombinante
baseada em PvMSP1 (PvRMC-MSP1) que inclui os cinco epitopos de células T mais
promiscuos para melhorar a imunogenicidade do PvMSP-119 com Montanide ISA 51
como adjuvante em uma formulagdo vacinal. Esta vacina foi capaz de induzir altas
respostas de anticorpos citofilicos tanto em camundongos BALB/c quanto em
C57BL/6 (FONSECA et al., 2016). Esses anticorpos foram capazes de reconhecer a
proteina nativa em amostras de plasma de individuos naturalmente expostos. Além
disso, o PvRMC-MSP1 induziu uma resposta de células TCD4+ e TCD8+ contra o
MSP-119, que estava relacionado a protecdo (FONSECA et al., 2016). Assim, este

sistema RMC poderia ser uma excelente estratégia para o desenvolvimento de
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vacinas. No entanto, mais estudos sdo necessarios com outros modelos animais e
com humanos. Em outro estudo, essa proteina foi fundida com a Pvs25 (uma proteina
de superficie de gametdcito) em uma vacina multiantigénica (MCCAFFERY et al.,
2019). Foi demonstrado que a PvMSP1 pode melhorar a imunogenicidade de Pvs25
(MCCAFFERY et al., 2019). A vacina induziu um alto titulo de anticorpo, que pode
bloquear a transmisséo de P. vivax no ensaio de alimentacéo direta de membrana, e
produzir células plasmaticas de longa duracdo (MCCAFFERY et al., 2019).

Sheikh et al. (2016) desenvolveram uma vacina de DNA que codifica para o
fragmento MSP142. A imunogenicidade dessa vacina foi investigada pela imunizagéo
com a primeira dose de plasmideo ou proteina recombinante e reforco com a proteina
recombinante (SHEIKH et al., 2016). Observou-se a inducdo da producéo de
anticorpos e citocinas em ambos 0s grupos, no entanto, a resposta foi melhor quando
a dose e o reforgco foram com a proteina recombinante (SHEIKH et al., 2016). No
entanto, a imunizacdo com DNA e o reforco com a proteina recombinante foi melhor
do que o controle e o DNA sozinho, sugerindo que a proteina recombinante é
essencial para melhorar a resposta imune (SHEIKH et al., 2016). Kim et al. (2021)
desenvolveram uma formulagdo composta pelo virus da Vaccinia da Coreia atenuado
(KVAC103) expressando a MSP133. Foi observada uma baixa resposta celular e uma
forte resposta de anticorpos apds imunizacédo dos camundongos (KIM et al., 2021).

Uma vacina multiantigénica composta pela PvDBP-RIl e pela PvMSP1ig
apresentou uma alta inducdo de resposta humoral apds imunizacdo de camundongos
guando formulada com Montanide ISA 720 ou Alhydrogel (DEVI et al., 2007). Essa
resposta foi superior a de vacinas de antigeno unico e nao foi observada interferéncia
antigénica, o que é importante para uma vacina eficaz (DEVI et al., 2007). Além disso,
a vacina combinada mostrou um alto efeito inibitério da ligagdo de PvDBP-RII ao
receptor DARC em ensaio in vitro (DEVI et al., 2007).

Rocha et al. (2017) desenvolveram uma proteina recombinante quimérica
PVAMA1les-MSP119 em Pichia pastoris para imunizacdo BALB/c e C57BL/6, com o
adjuvante Poly (I: C), e compararam a vacinagdo com apenas uma proteina (ROCHA
et al., 2017). Observou-se que o soro dos individuos expostos ao P. vivax possuem
alto titulo de anticorpos contra a proteina quimérica, em relacdo as proteinas
individuais (ROCHA et al., 2017). A proteina quimérica induziu alto titulo de anticorpos,
da mesma forma que a PvAMAles Sozinha, e aumentou a resposta a MSP119 (ROCHA

et al., 2017). No entanto, o titulo dos anticorpos contra 0 PvMSP-119 foi menor em
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ambas as imunizacdes, sugerindo competicdo entre os antigenos (ROCHA et al.,
2017). Além disso, os anticorpos foram capazes de reconhecer a proteina nativa no
merozoito e observou-se alta inducdo de citocina em ambas as cepas de
camundongos (ROCHA et al., 2017).

Outra proteina que tem sido investigada € a paraloga de PvMSP1, chamada
de PvMSP1P. A sua estrutura genética é muito semelhante a PvMSP1, mas difere no
dobro de dominios semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF) na por¢éo
C-terminal e na presenca de um perfil de processamento diferente. Apesar disso, a
regido C-terminal € altamente imunogénica e anticorpos contra a PvMSP1P-19
apresentaram efeito inibitério da ligacéo ao eritrécito em ensaios in vitro (CHENG et
al., 2013). Ainda, Min et al. (2017) mostraram que os antigenos de PvMSP1P induzem
uma resposta humoral duradoura em infec¢des naturais, as quais permanecem por 9
meses apis a recuperacdo. Essa resposta esteve associada a presenca de uma
memoria de células B especificas para a PvMSP1P-19 durante o mesmo periodo (MIN
et al., 2017). Além disso, Han et al. (2018) mostraram que a PvMSP1P desempenha
um papel importante na aderéncia e invasdo na ceélula hospedeira. Nesse estudo,
verificou-se que anticorpos contra a PYMSP1P tem uma forte atividade inibitoria da
invasado do reticuldcito, sugerindo um papel nas vias alternativas de invasédo (HAN et
al., 2018). Por fim, HAN et al. (2019) identificaram dois epitopos potenciais para
inibicdo da ligacdo ao reticulocito e invasdo do parasito por meio de anticorpos
monoclonais, sugerindo novos candidatos a vacina de subunidade.

As proteinas de superficie de merozoitos 3 (MSP-3) sdo uma familia
multiantigénica, que se localizam na superficie de esquizontes maduros e merozoitos.
Elas também desempenham um papel na interacdo com as células hospedeiras
(GALINSKI et al., 1999). No P. vivax, a MSP-3 & composta por um peptideo sinal
putativo, um dominio central rico em alanina e a auséncia de um motivo de ancora de
GPIl naregidao C-terminal (GALINSKI et al. 1999; GALINSKI et al., 2001). Os membros
mais importantes incluem a PvMSP-3a e a PvMSP-3[3, as quais tem um grande
potencial como candidatas vacinais. Ja que sao imunogénicas, contém importantes
regibes conservadas e podem induzir anticorpos que bloqueiam a invasdo de
merozoitos (GALINSKI et al., 1999, 2001).

Em uma analise sorolégica realizada com individuos naturalmente expostos
a malaria vivax na Amazonia brasileira, verificou-se que o PvMSP-3a € alvo de

resposta imune em areas de transmisséo, induzindo um alto titulo de anticorpos IgG,
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gue parece estar relacionado a imunidade protetora (LIMA-JUNIOR et al., 2011). Além
disso, varios epitopos lineares de células B foram previstos na sequéncia PvMSP-3aq,
sugerindo um alto potencial imunogénico (LIMA-JUNIOR et al., 2011). A presenca de
anticorpos contra a PvMSP-3a e a PvMSP-9 foi associado a reducdo da carga da
parasitaria e a protecéo contra casos clinicos (STANISIC et al., 2013). Oyong et al.
(2019) demonstraram que anticorpos haturalmente adquiridos contra a PvMSP3a
podem facilitar a fixagdo do complemento, além disso, observou-se influéncia da idade
no desenvolvimento dessas respostas especificas de anticorpos. Mourdo et al. (2012)
discutem que, apesar do polimorfismo natural do PvMSP-3a (359aa-798aa), essa
proteina deve ser considerada no desenvolvimento de vacinas, uma vez que
anticorpos especificos a esse antigeno foram observados em pacientes infectados
com exposicao limitada a malaria.

Bitencourt et al. (2013), avaliaram a antigenicidade e a imunogenicidade das
formulacbes vacinais baseadas em PvMSP-3a e PvMSP-33 recombinantes. Foi
observado que um alto percentual de individuos residentes em areas endémicas de
infeccdo natural no Brasil apresentava anticorpos contra PvMSP-3a (68,2%) e
PVMSP-3B (79,1%) (BITENCOURT et al., 2013). Além disso, ap0s a imunizacdo de
camundongos, o PvMSP-33 induziu uma resposta imune humoral mesmo na auséncia
de qualquer formulacdo adjuvante, enquanto o PvMSP-3a nao (BITENCOURT et al.,
2013). Além disso, quando administrados com adjuvantes (Alum, Quil A, TiterMax, IFA
e 0s agonistas TLR-5 ou -9 - FliC ou CPG ODN 1826), observou-se uma alta inducéo
de anticorpos IgG (BITENCOURT et al.,, 2013). Em suma, 0os camundongos
imunizados com PvMSP-3a em Quil A ou PvMSP-33 em CPG ODN 1826, Quil A ou
TiterMax geraram titulos de anticorpos significativamente maiores do que 0s outros
adjuvantes (BITENCOURT et al., 2013).

A proteina PvMSP8 também é alvo do desenvolvimento de vacinas. Ela
contém uma regido de ancoragem GPI, dois dominios semelhantes a EGF na regido
C-terminal, e € um importante alvo da resposta imune (PEREZ-LEAL et al., 2004). Foi
demonstrado que o PvMSP-8 pode induzir respostas imunes humorais e celulares em
pacientes infectados com P. vivax (CHENG et al., 2017). Nado somente, um estudo
observou que a PvMSP8 pode induzir uma resposta duradoura pelo desenvolvimento
e persisténcia de anticorpos especificos e MBCs para esse antigeno em individuos

que adquiriram uma infeccéo natural (KOCHAYOO et al., 2019).
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Foi construida uma proteina recombinante quimérica, chamada rPvMSP8+1,
formada pela regido C-terminal da PvMSP-119 e da PYMSP-8, para avaliar uma vacina
multiantigénica em camundongos (SHEN et al., 2021). A imunogenicidade desta
formulagéo foi comparada com as vacinas de antigeno unico, PvMSP-119 e PvMSP-8
(SHEN et al., 2021). Os anticorpos especificos desenvolvidos contra a rPvMSP8+1
foram capazes de reconhecer as proteinas nativas, MSP-1 e MSP-8, tanto de P. vivax
como de P. cynomolgi (SHEN et al., 2021). Além disso, os camundongos imunizados
com a vacina multialélica desenvolveram uma resposta mais elevada de anticorpos e
apresentaram maior inibicdo do crescimento de P. cynomolgi in vitro em comparacéo
com ambas as vacinas de antigeno Unico (SHEN et al.,, 2021). Esses resultados
elucidam o potencial das vacinas multialélicas na inducdo da resposta imune e na
capacidade de inibir o crescimento de parasitos, o que pode estar associado a uma
protecdo maior. No entanto, sdo necessarios outros estudos que analisem respostas
humorais e celulares em outros modelos animais.

A PVMSP-9 também tem sido investigada como um potencial candidato. Ela
€ uma proteina hidrofilica com um peptideo de sinal, um aglomerado de quatro
cisteinas, um dominio N-terminal conservado e uma regido C-terminal contendo
blocos de repeticdo in tandem (VARGAS-SERRATO et al., 2002). Esta proteina &
altamente antigénica, imunogénica, contém varios epitopos de células T, e foi
associada a uma resposta imune adquirida naturalmente (OLIVEIRA-FERREIRA et
al., 2004; LIMA-JUNIOR et al., 2008; STANISIC et al., 2013; SONGSAIGATH et al.,
2021). Além disso, anticorpos monoclonais contra PYMSP9 sdo capazes de inibir a
invasdo dos parasitos (BARNWELL et al., 1999).

Rodrigues-da-Silva et al. (2016) identificaram um epitopo linear de célula B
altamente imunogénico, chamado de PvMSP9e79s-a80s. FOi observado que este
peptideo € naturalmente imunogénico, uma vez que é alvo de anticorpos IgG de
individuos que vivem em areas endémicas da malaria. Além disso, observou-se que
este epitopo melhora a resposta imune contra uma proteina recombinante completa
(PvMSP9-RIRII). Ademais, o IgG1 especifico contra ele foi associado a parametros
de protecdo (RODRIGUES-DA-SILVA et al.,, 2016). Em outro estudo, testaram a
imunogenicidade deste epitopo, em camundongos, usando trés peptideos sintéticos,
com a sequéncia de PvMSP9e7gs-as08 SOzinha,; ligada ao PVYMSP9a443-k456 (epitopo de
célula T) ou ao epitopo universal de célula T da toxina tétano (TTRII). Foi demonstrado

gue ambos 0s epitopos provocaram anticorpos IgG especificos, principalmente IgG1
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e 1gG2, capazes de reconhecer a proteina nativa (RODRIGUES-DA-SILVA et al.,
2019). Contudo, a resposta imune humoral foi melhorada quando foi utilizada a
PVMSP9e795-a808 ligada ao epitopo TTRII, mostrando um papel importante dos
epitopos de células T para melhorar as vacinas de subunidades (RODRIGUES-DA-
SILVA et al., 2019). Soares et al. (2020) observaram uma inducdo de anticorpos de
curta duracdo, mas respostas de células B de memoria especificas ao PVMSP9e79s-
asos €m individuos expostos a malaria em regiées com declinio de transmissao no
Brasil, sugerindo uma resposta imune de longa duracdo (SOARES et al., 2020).

A PVMSP-10 também tem sido investigada. Essa proteina contém uma
sequéncia de peptideo sinal na regido N terminal, dois dominios semelhantes a EGF
na regiao C terminal e uma regido de ancoragem GPI (PEREZ-LEAL et al., 2005). Foi
demonstrado que essa proteina se liga seletivamente aos reticulocitos (RICAURTE-
CONTRERAS et al., 2021). Foram encontrados dois peptideos que estdo envolvidos
nesse processo e poderiam ser utilizados em ensaios de imunizagdo, uma vez que
possuem baixo polimorfismo; epitopos de células B e T e podem inibir a ligacdo aos
reticulécitos (CONTRERAS et al., 2021). Uma proteina recombinante derivada da
PvMSP10 quando utilizada como vacina, com os adjuvantes Freund, Montanide
ISA720 ou Hidréxido de Aluminio, em Aotus spp., induziu forte imunogenicidade
(GIRALDO et al., 2009). Os anticorpos produzidos foram capazes de reconhecer a
proteina nativa nos estagios tardios de esquizonte (GIRALDO et al., 2009). No
entanto, nenhuma das formulacdes foi capaz de proteger os macacos imunizados
apos o desafio (GIRALDO et al., 2009). Cheng et al. (2014), demonstraram que 0S
anticorpos anti-MSP10 sao reconhecidos pelo soro de pacientes infectados,
predominantemente de respostas citofilicas de IgG1 e IgG3 (CHENG et al., 2014). O
mesmo perfil de resposta de anticorpos foi observado apds a imunizacdo de
camundongos, também, uma alta resposta de citocinas foi obtida (CHENG et al.,
2014). O PVvMSP10 também foi capaz de induzir uma forte resposta imune em
camundongos e coelhos imunizados (CHENG et al., 2014).

Aléem desses candidatos, que ja sdo bem caracterizados, existem outras
proteinas que também estdo envolvidas nos processos de adesdo, invasdo ou
interacdo com os reticuldcitos, e que tem sido investigadas em formulagfes vacinais,
ja que poderiam contribuir com a inducéo de respostas capazes de bloquear a invasao

dos reticuldcitos. Estas candidatas estdo apresentadas no proximo topico.
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4.2.5 Outros candidatos vacinais

Alguns outros antigenos também estdo sendo estudados, na tentativa de
identificar e caracterizar proteinas do P. vivax que poderiam conferir protecdo contra
a malaria e aquelas apresentam caracteristicas ideais como candidatos a vacina. No
entanto, pouco se sabe sobre seu potencial, uma vez que apenas alguns estudos
foram realizados.

A proteina 2 de ligagdo ao eritrécito (PVEBP2), recentemente, foi relacionada
a vias alternativas de invasao aos reticulécitos (ADAMS et al., 1992; HESTER et al.,
2013; NTUMNGIA et al., 2016; ROESCH et al., 2018). Alguns estudos sugerem que
essa atividade da PVEBP2 se d& independentemente da PvDBP (NTUMNGIA et al.,
2016; ROESCH et al., 2018). Além disso, estudos soroepidemiolégicos indicam que
essa proteina é alvo da imunidade naturalmente adquirida em exposi¢cdes naturais ao
P. vivax. (LONGLEY et al., 2020; ASSIS et al., 2021). Ainda, anticorpos anti-PvEBP2
estdo relacionados a protecdo e reducgédo do risco de doenca clinica (FRANCA et al.,
2017; HE et al., 2019b). Esses estudos sugerem que a PVEBP2 poderia ser um
potencial candidato vacinal, no entanto, mais estudos Sd0 necessarios para
caracterizar seu papel e imunogenicidade.

Outra possivel candidata que tem sido investigada é a Proteina Adesiva de
Merozoito de Ligacao ao Eritrocito (MAEBL), que foi associada a protecdo em P. yoelli
(LEITE et al., 2015). A MAEBL é uma proteina de membrana da familia de proteinas
de ligacdo ao eritrocito (EBL) expressa tanto no estagio pré-eritrocitico como no
estagio sanguineo e na glandula salivar dos insetos (GHAI et al., 2002), sugerindo que
€ essencial para os processos de invasado e infeccdo do parasito. Algumas anélises
de imunoinformética sugerem que os antigenos MAEBL poderiam ser candidatos
vacinais promissores entre diferentes espécies e cepas, ja que apresentam epitopos
conservados entre P. yoelli, P. falciparum e P. vivax (CRAVO et al., 2018). Além disso,
estudos funcionais mostraram que anticorpos contra PYMAEBL-M2 foram reativos
contra P. falciparum e P. vivax e apresentaram uma significativa taxa de inibicdo da
invasado dos eritrocitos em ambas espécies (CRAVO et al., 2018). Dessa forma, estes
resultados sugerem que essa proteina poderia superar a imunidade cepa-especifica
(CRAVO et al., 2018).

Outros possiveis candidatos séo os antigenos ricos em triptofano (TRAgs),

pertencentes a familia Pv-fam-a, a qual contém 36 proteinas com residuos
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conservados de triptofano. Estudos tem demonstrado que pelo menos 15 membros
dessa familia podem induzir tanto uma resposta imune humoral como celular em
individuos expostos ao P. vivax. Ainda, existem nessas proteinas varios epitopos
conservados de células T e B que poderiam ser utilizados nos desenhos vacinais
(ZEESHAN; BORA; SHARMA, 2013). Algumas PVTRAgs tem a capacidade de se ligar
ao eritrocito e esse processo pode ser inibido pelo soro de pacientes expostos a
malaria (ZEESHAN et al., 2015). Uma delas € a PvTRAg-26, uma proteina subcelular
expressa nas formas de anéis, que se colocaliza com o complexo caveola-vesicula,
gue é uma estrutura fundamental no processo de invasdo (FAN et al., 2020). Uma
proteina recombinante derivada desse antigeno foi utilizada na imunizacdo de
camundongos e demonstrou alta antigenicidade e imunogenicidade, com resposta do
tipo Thl e Th2, sugerindo a PvTRAg-26 como uma nova candidata vacinal (FAN et
al., 2020).

A proteina 2 do colar de roptrias (PVRON2) € expressa nas roptrias dos
estagios tardios de esquizontes e desempenha um papel importante na invasao aos
eritrécitos pela formacdo do complexo de juncdo de movimento, com a AMAL, e do
vacuolo parasitoforo (AREVALO-PINZON et al., 2011; SRINIVASAN et al., 2011).
Anticorpos contra esse complexo poderia inibir a invasao das células humanas, e,
portanto, poderia ser alvo de vacinas (SRINIVASAN et al., 2011). Contudo, LOPEZ et
al. (2018) encontraram uma baixa imunogenicidade ao avaliar alguns epitopos de
células B e T. Apesar disso, Bittencourt et al. (2018) sugerem que o0 PvRON2 induz
uma resposta de anticorpos de longo prazo, uma vez que foi identificado anticorpos
naturalmente adquiridos para PvRON2 (1828aa—2080aa), na regido de intera¢cdo com
AMAL, em individuos infectados e ndo infectados de uma regido endémica da malaria
do Brasil. Além disso, essa sequéncia é conservada entre diferentes isolados
brasileiros, sugerindo que essa regido especifica € pouco polimorfica e uma potencial
candidata (BITTENCOURT et al., 2018).

O outro antigeno identificado é uma proteina hipotética com 50 kDa, chamada
Pv50. E uma proteina altamente conservada presente no estagio sanguineo do
parasito formada por uma sequéncia de peptideo sinal e um dominio de ligacdo de
lipidios (CHENG et al., 2019). Este peptideo mostrou reatividade com soro de paciente
infectado por malaria vivax (CHEN et al., 2010; CHENG et al., 2019). Cheng et al.
(2019) mostraram uma colocalizardo e uma forte interagédo entre Pv50 e MSP1, que

poderiam ser alvos de vacinas multiantigénicas. Além disso, uma vacina foi
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desenvolvida com uma Pv50 recombinante, ela induziu a producéo de altos niveis de
anticorpos em camundongos, principalmente IgGl e IgG3 (CHENG et al., 2019).
Apesar da imunogenicidade, mais estudos sao necessarios para ter uma melhor
compreensao da resposta imune induzida por esse antigeno.

O antigeno micronemal ancorado em GPI (GAMA) é uma proteina apical que
tem um papel adesivo em parasitos apicomplexos, e contém duas regides
conservadas com propriedades de ligacdo de reticulocito em P. vivax, o que pode ser
interessante para o desenvolvimento da vacina (BAQUERO et al., 2017). No entanto,
a resposta de anticorpos contra essas regides nao foi suficiente para inibir a interacéao
(BAQUERO et al., 2017). Baquero et al. (2017) sugerem duas regides funcionais, CR1
e CR2, que estdo sob selecdo negativa, que poderiam ser direcionadas para a
construcéo de vacinas. No entanto, S80 necessarios mais estudos para investigar o
potencial desse candidato.

Por fim, a proteina de membrana transcrita precoce (ETRAMP), expressa nas
formas de esquizonte e anéis, também ¢é sugerida como candidata vacinal. No
entanto, pouco se sabe sobre ela. Lee et al. (2019) mostraram que o PvVETRAMP era
reativo aos soros de pacientes infectados com P. vivax. Além disso, foi avaliada a
resposta imune ao PVETRAMP4 em camundongos imunizados, a qual apresentou alta
inducdo de anticorpos especificos, principalmente IgG1 e IgG2b, sugerindo um
potencial imunogénico desse candidato (LEE et al., 2019).

Em suma, observa-se que os candidatos vacinais contra o P. vivax disponiveis
sdo altamente polimoérficos e apresentam uma baixa eficicia na protecdo contra a
malaria. Muitos estudos em fase pré-clinica ndo avancam para a fase clinica,
justamente por isso. Nesse contexto, novos estudos sdo necesséarios a fim de
identificar e caracterizar novas proteinas do parasito, buscando investigar suas

potencialidades como candidatas vacinais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A malaria, ha décadas, se constitui como um dos maiores problemas de satde
publica em todo mundo. No entanto, ela ainda € negligenciada, principalmente, a
causada pelo P. vivax. Além disso, o estudo desse parasito apresenta varias
limitacBes, que contribuem para uma imensa lacuna no conhecimento de sua biologia.
Esse cenério reflete diretamente no atraso no desenvolvimento de vacinas. Conforme
discutido anteriormente, existem poucos candidatos vacinais em estudo contra a
malaria vivax, quando comparado com a quantidade de candidatos existentes no
combate ao P. falciparum. Destes, apenas trés alcancaram a etapa clinica: a PvCSP,
a PvDBP e a Pvs25. Infelizmente, esses estudos demonstraram uma baixa eficacia e
uma protecao parcial. Portanto, a busca por novos candidatos é fundamental. Nessa
perspectiva, nas ultimas décadas, diversos grupos de pesquisa tém se esforcado para
identificar novos antigenos, expressos especificamente em cada estagio do ciclo de
vida do parasito, na tentativa de se obter um candidato capaz de bloquear o ciclo
evolutivo do parasito.

Os principais antigenos de estagio pré-eritrocitico sdo as vacinas derivadas
de PVvCSP e PVTRAP, as quais induzem uma resposta de anticorpos capazes de
bloquear a invasdo dos hepatdcitos. JA em relacdo aos antigenos de estagio
sanguineo, os estudos mais avangados s&o direcionados a PvDBP, a principal
proteina envolvida na invasdo dos reticuldcitos. Entretanto, novos antigenos foram
relacionados a vias alternativas de invaséao, tais como PvRBP, PvAMA1 e PYMSP. De
acordo com os estudos apresentados, anticorpos especificos contra estas proteinas
podem inibir a ligacdo do parasito aos eritrécitos. Além delas, existem outras proteinas
em estudos iniciais, como a PvEBP2, MAELB, Pv50, PvRON2, PvTRAgs, GAMA e
PVETRAMP, que também estdo relacionadas com os processos de invasdo, adesao
ou interacdo com os eritrécitos.

Alem disso, diversas estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar a
eficacia das vacinas, como: a utilizagédo do sistema de imunizagéo heterdlogo prime-
boost; 0 uso de vacinas multiantigénicas; a identificagdo epitopos especificos; a
utilizacao de diferentes plataformas vacinais e a combinacéo de diferentes adjuvantes.

Entre essas estratégias, o desenvolvimento de uma vacina com multiplos
antigenos, em especial de diferentes estagios do ciclo de vida, poderia fornecer uma

maior eficacia ao bloquear as trés etapas do ciclo evolutivo do parasito. De acordo
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com os resultados analisados, essas vacinas provocam uma resposta imune mais
forte e duradoura, capaz de induzir uma maior protecéo contra a doenca e, inclusive,
conferir uma imunidade contra diferentes cepas.

No entanto, mais estudos sdo necessarios para identificar e caracterizar
novos candidatos e avaliar quais as melhores combinacdes de antigenos, de
plataformas, de sistema de imunizacéo e de adjuvante nas formulagdes vacinais, na
tentativa de se obter uma vacina segura e eficaz, visto que esta € uma das estratégias
mais eficiente para prevenir e controlar a maléria. Contudo, além da necessidade de
se obter uma vacina, ressalta-se a necessidade de outras medidas para controle e,
eventual, eliminacdo da malaria, tais como: metodologias para controle do vetor, a
melhoria das condicfes de vida e de acesso a saude das popula¢des que residem em
areas endémicas e o investimento em pesquisa sobre a biologia do parasito, o
desenvolvimento de novos tratamentos e novos testes de diagnosticos, entre outros.

Por fim, neste trabalho foram compilados os principais achados sobre o
desenvolvimento de vacinas no combate ao P. vivax, as limitacdes e estratégias
relacionadas. Espera-se que os resultados aqui apresentados possam auxiliar em
futuras investigacdes e contribuir com o conhecimento sobre vacinas para a malaria

vivax.
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