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RESUMO

A maléria é uma doenca parasitaria transmitida majoritariamente pela picada do mosquito
vetor Anopheles sp. As consequéncias resultantes da infeccdo podem levar a quadros graves e
potencialmente fatais. H& mais de dez anos, pesquisadores vém tentando desenvolver uma
vacina para a maléria, capaz de desencadear uma resposta imune protetora, evitando a
manifestacdo clinica da doenca. O principal objetivo deste trabalho é trazer um compilado das
principais vacinas em desenvolvimento atualmente, seus mecanismos de acdo, composi¢ao e
resposta imunolégica, atraveés de ensaios clinicos. As informagBes abordadas ao longo do
trabalho foram coletadas de diversas bases de dados contendo artigos renomados, e a selegéo
dos trabalhos foi baseada em artigos mais recentes possiveis, de modo a trazer uma
abordagem atual sobre o desenvolvimento das vacinas. O trabalho permite um conhecimento
geral sobre a maléria e as vacinas que vém sendo desenvolvidas, abordando também o perfil
imunolégico de cada uma delas, a fim de compreender a sua eficacia e imunogenicidade nos
ensaios clinicos, ressaltando que mesmo com entraves encontrados ao longo do
desenvolvimento desses imunizantes, teve-se um grande avan¢o com a vacina RTS,S para a

salde publica mundial, sendo um potencial imunizante que pode salvar vidas.

Palavras-chave: maléria; vacinas; resposta imunoldgica; ensaios clinicos.



ABSTRACT

Malaria is a parasitic disease transmitted mainly by the bite of the mosquito vector Anopheles
sp. The consequences resulting from the infection can lead to serious and potentially fatal
conditions. For more than ten years, researchers have been trying to develop a vaccine for
malaria, capable of triggering a protective immune response, preventing the clinical
manifestation of the disease. The main objective of this work is to bring a compilation of the
main vaccines currently under development, their mechanisms of action, composition and
immune response, through clinical trials. The information covered throughout the work was
collected from several databases containing renowned articles, and the selection of works was
based on the most recent articles possible, in order to bring a current approach to vaccine
development. The work allows a general knowledge about malaria and the vaccines that have
been developed, also approaching the immunological profile of each one of them, in order to
understand their effectiveness and immunogenicity in clinical trials, emphasizing that even
with obstacles encountered during the development of these immunizers, there was a great
advance with RTS,S for global public health, being a potential immunizing agent that can

save lives.

Keywords: malaria; vaccines; immune response; clinical trials.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONTEXTUALIZACAO DO TEMA

O historiador grego Herodoto ja dizia que devemos “pensar o passado para compreender
o presente e idealizar o futuro”. Este pensamento ¢ extremamente pertinente quando trazido
para a historia das vacinas, a fim de compreender seu desenvolvimento ao longo dos anos.

Em meados do século X, na China, foram relatados os primeiros casos de imunizacéo,
que eram conhecidos como ‘“variolagdo”. Este termo vem do latim varius (que significa
“manchada”). Esta técnica se baseava na inocula¢do do virus causador da variola a partir de
pustulas secas de individuos doentes, que eram sopradas ou inoculadas diretamente na pele de
individuos ndo infectados, a fim infectd-los com a forma menos grave da doenca, fazendo
com que essas pessoas se tornassem protegidas a uma exposicao futura ao virus. Essa pratica
acabou se tornado muito popular no continente europeu e na Africa, durante o século XVIII,
onde a variola causava em torno de meio milhdo de 6bitos. (DE GREGORIO; RAPPUOLLI,
2014).

Durante o século XVIII, a prética da variolacdo era uma tentativa precoce de tratamento
para moléstias infecciosas amplamente realizada, difundida pela aristocrata inglesa Lady
Mary Wortley Montague, responsavel por introduzir a pratica na Inglaterra. Tal técnica se
espalhou por todo o continente europeu, até a grande descoberta de Edward Jenner. (RIEDEL,
2005).

Algum tempo depois, 0 médico inglés Edward Jenner comegou a observar que as pessoas
que tinham a variola bovina, também conhecida como cowpox, eram “imunes” a variola
humana, e que a variola bovina poderia ser transmitida de pessoa a pessoa através das
pustulas na pele, funcionando como técnica de protecao (RIEDEL, 2005).

Com base em seus conhecimentos prévios, Jenner, no ano de 1796, inoculou o pus da
lesdo de uma mulher chamada Sarah Nelmes (que era ordenhadora e que possuia a variola
bovina) em um garoto de oito anos, chamado de James Phipps. Esse garoto, entdo infectado
por cowpox, desenvolveu sintomas leves da doenca como febre leve e desconforto nas axilas
apos a inoculacdo, mas depois de dez dias estava totalmente curado. Logo depois, Jenner
inoculou no garoto o pus de uma pessoa com variola humana, e 0 mesmo nao se infectou, se
tornando imune. (RIEDEL, 2005).

Este € considerado o evento oficial que marca o advento da vacina, cuja a origem da
palavra vem do latim vaccinae (“da vaca”), j4 que o imunizante veio através da doenga

bovina, descrita por Jenner em seu livro publicado em 1798, intitulado de “An inquiry into the
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causes and effects of the variolae vaccinae: a disease discovered in some of the western
counties of England, particularly Gloucestershire, and, known by the name of the cow pox”
(RIEDEL, 2005).

As vacinas sdo as principais intervencées médicas mais eficazes ja introduzidas no
combate as doencas infecciosas graves, sendo responsaveis por evitarem cerca de 2,5 milhGes
de mortes em todo o mundo. Mesmo que uma grande maioria de doengas sejam evitadas pelas
vacinas disponiveis no momento, ainda existem outras enfermidades negligenciadas, que sdo
verdadeiros desafios da saude publica global. E, mais desafiadora ainda, € o desenvolvimento
de vacinas, como é o caso da malaria, doenca que possui cerca de 200 milhdes de novos casos
notificados ao ano e mais de 600 mil mortes. (DE GREGORIO; RAPPUOLLI, 2014).

Segundo Neves (2007) a malaria ou também conhecida como paludismo, febre
palustre, impaludismo, maleita e/ou sezdo, é descrita na literatura desde a era pre-Crista, por
Hipocrates, que descreveu em seus manuscritos as caracteristicas de ocorréncia sazonal e o
quadro febril padréo e intermitente. Porém, foi no século X1X que o seu termo em si (maléria)
teve origem, momento em que estudiosos italianos defendiam a ideia de que a enfermidade
era causada por vapores nocivos que eram exalados dos pantanos, surgindo assim, o termo
“mal aria”, que em seu significado literal quer dizer “mau ar”.

Entretanto, somente no ano de 1884, que pesquisador Gerhardt, descobriu que a
malaria era uma hemoparasitose, ou seja, uma doenca causada por um protozoario que atingia
a corrente sanguinea do hospedeiro, sendo essa descoberta feita através de uma transfusdo de
sangue de uma pessoa infectada (NEVES, 2007).

A maléria é uma doenca que acomete principalmente regiGes tropicais e subtropicais,
que geograficamente apresentam maiores periodos de chuvas ao longo do ano e também altas
temperaturas, sendo um habitat perfeito para o agente etiologico causador da doenca. Os
quatro principais agentes causadores da malaria sdo: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium malariae. (NEVES, 2007)

A transmissdo da doenca para 0s humanos ocorre através da fémea do mosquito prego,
como é conhecido popularmente, que é pertencente ao género Anopheles. Uma vez que a
fémea do mosquito é infectada pelo agente etiolégico, ou seja, pelo Plasmodium spp, o
mesmo comeca a se reproduzir sexuadamente no tubo digestivo do mosquito. Logo apés a
fase sexuada ter se findado, a fémea do mosquito ja se torna infectante para o ser humano, que
uma vez picado, desenvolverd a parte assexuada do ciclo parasitario (esquizogdnia),
infectando as hemécias, desenvolvendo assim a doenca. (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).
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O epidemiologista Halidou Tinto (2021), ressalta que a malaria é uma doenca
extremamente perigosa e que, a cada segundo, infecta sete pessoas ao redor do mundo. Além
disso, ressalta sua importancia pelo fato do parasito conseguir driblar de maneira eficiente o
sistema imune.

H& mais de 10 anos pesquisadores vém buscando vacinas que sejam capazes de reduzir
a taxa de mortalidade por maléria ao redor do mundo. Ao longo dos anos, muitos imunizantes
contra malaria foram desenvolvidos com o intuito de agirem em alguma fase do ciclo
evolutivo do parasito, como sdo 0s casos das vacinas experimentais que atuam na fase
sexuada do parasito (Vacinas blogueadoras de transmissdo vetorial — TBV), na fase pre-
eritrocitéria e na fase eritrocitéria do parasito. (DUFFY; GORRES, 2020).

A vacina experimental para a fase pré-eritrocitaria da doenca, a RTS,S/AS01 ou
também conhecida por seu nome comercial Mosquirix, se tornou o primeiro imunizante
liberado para uso emergencial em criancas pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) no ano
de 2021, ja que a candidata a vacina apresentou nos estudos clinicos uma boa eficécia, sendo
reconhecida pela OMS como uma vacina capaz de salvar vidas, ja que a mesma mostrou uma
gueda nos niveis de morbidade e mortalidade em criancas que vivem em areas de alta
transmissdo, como é caso da Africa Subsaariana. (WHO, 2021).

Por se tratar de um parasito com um ciclo bioldgico extremamente complexo, o
desenvolvimento de vacinas para maléria apresenta muitos desafios, ja que atualmente
nenhuma vacina com eficacia acima de 75%, como é preconizado pela OMS, foi formalmente
liberada para uso. (HILL, 2021).

O desenvolvimento de uma vacina contra a maléria € de extrema importancia para a
salde publica mundial. As vacinas que estdo sob desenvolvimento atualmente configuram um
importante passo na luta contra a malaria, podendo assim, levar-nos, futuramente, a um

cenario de erradicacao dessa doenca atraves da vacinacao, como foi com a variola.

1.2 PROBLEMA E HIPOTESE

H& mais de uma década, estudiosos na &rea de vacinas vem tentando desenvolver uma
vacina capaz de atuar de forma eficaz em algumas etapas do ciclo evolutivo da maléria.
Porém, por se tratar de um parasito que consegue driblar o sistema imune, instalando a
doencga, isso se torna um grande impasse na hora de mensurar a resposta imunoldgica

regulatdria que a vacina é capaz de produzir no individuo. (TINTO, 2021).
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Dessa forma, muitas vacinas candidatas contra malaria vém sendo desenvolvidas, seja
para atuarem na fase eritrocitéria, pré-eritrocitaria da doenca ou até mesmo bloqueando a
transmisséo pelo vetor, que é o mosquito. Cada vacina é especifica para atuar em alguma fase
do ciclo bioldgico do agente etioldgico, desempenhando uma resposta imune que pode ser
tanto do tipo celular (TCD4) quanto humoral, a partir da produgéo de anticorpos.

Dentre as candidatas vacinais, a RTS,S/AS01 ou Mosquirix (nome comercial), € a que
estd em fase mais avancada na pesquisa, sendo o primeiro imunizante a ser liberado pela
OMS para uso emergencial, mostrando resultados otimistas na reducao da taxa de mortalidade
em criancas. (WHO, 2021). Porventura, a grande questdo é explorar se estes imunizantes que
estdo em desenvolvimento como a RTS,S/ASO1 séo altamente imunogénicos e capazes de
promover uma imunidade protetora a longo prazo contra a malaria.

A imunogenicidade é um fator preponderante na hora de desenvolver uma vacina, ja
que é a capacidade do imunizante de ativar o sistema imune contra o patdgeno, produzindo
anticorpos conta 0 mesmo, e dessa forma, criar uma protecdo duradoura. (MENDES, 2021).
De modo geral, a imunogenicidade e producdo de anticorpos sdo um dos parametros que mais
se destacam na hora de desenvolver uma vacina, sendo fatores importantes para se concluir se
a vacina para a malaria é ou nao é eficaz.

Diante do exposto, esta pesquisa visa conhecer as principais vacinas para malaria que
estdo sendo elaboradas ou utilizadas atualmente, afim de conhecer suas caracteristicas
particulares e seus mecanismos de acdo. A partir disso, busca-se entender e enfatizar a
importancia das vacinas em seus diferentes estagios de atuacdo no ciclo, abordando também,
cientificamente, suas composi¢cdes, mecanismos de a¢do, publico-alvo e a resposta imune

desencadeada por ela, apresentando 0s pontos positivos dessa imunizagéo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Discutir quais sdo as vacinas contra a malaria em desenvolvimento atualmente, como

também os antigenos que sao utilizados, em qual fase atuam e sua resposta imunologica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Compreender aspectos importantes sobre maléaria, ciclo bioldgico, aspectos
fisiopatologicos e quadro de distribuicdo epidemioldgica da malaria no Brasil e no
mundo;

e Descrever e discutir os principais artigos presentes na literatura sobre ensaios clinicos
de vacinas anti-maléaricas, destacando 0 mecanismo, composicdo e a resposta
imunoldgica das vacinas RTS,S/AS01 (Mosquirix), R21/Matrix-M, vacinas
eritrocitarias baseadas nos antigenos PfRH5, AMA1-RON2 e VAR2CSA (contra
maléria placentéria), e as vacinas bloqueadoras de transmissdo vetorial (Pfs230 e
Pfs25).
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3 METODOLOGIA

Realizou-se um estudo com pesquisas exploratorias e descritivas, baseando-se na
analise de artigos publicados sobre o tema nos ultimos anos. Para tal, foram utilizados artigos
traduzidos para o portugués obtidos na base de dados PubMed e concomitante, foram
utilizadas também informacdes retiradas da Organizacdo Mundial de Saude, Ministério da
Saude e livros de Parasitologia Humana.

Para tal finalidade, os artigos foram consultados no periodo de janeiro a julho de 2022.
As palavras-chave usadas nas pesquisas para o levantamento bibliografico foram: “malaria”,
“vacinas para a malaria”, “vacinas para a malaria em estagio pré-eritrocitario”, “vacinas para
a maldria em estagio sanguineo” e “vacinas bloqueadoras de transmissdo para a malaria”.

O levantamento dos dados foi feito considerando-se o ano das publicagdes, a
metodologia utilizada e os resultados obtidos. Os dados coletados durante as pesquisas foram

armazenados e analisados em plataforma Word, da Microsoft.
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4 EMBASAMENTO TEORICO
4.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE A MALARIA

A malaria é definida pelo Ministério da Saide como uma doenca febril aguda, que é
causada por parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae e ao género
Plasmodium. Das mais de 150 espécies relatadas na literatura, apenas quatro espécies
parasitam o homem: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e
Plasmodium ovale, sendo este Gltimo muito comum em regiGes restritas ao continente
africano (NEVES, 2007); (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A maléria ndo é uma doenga contagiosa, pois necessita da participacdo de um vetor,
gue no caso ¢é fémea do mosquito do género Anopheles, também conhecido como mosquito
prego, responsavel pela transmissdo da doenca (FERREIRA, 2020). Estes mosquitos séo
muito comuns nos horarios crepusculares, ao amanhecer e entardecer (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

O ciclo evolutivo dos plasmodios nos humanos é assexuado, iniciando-se quando 0s
esporozoitos infectantes sdo inoculados nos humanos pelo inseto vetor através da sua picada.
Durante o repasto sanguineo, cerca de 15 a 200 esporozoitos séo inoculados sob a pele do
hospedeiro, onde permanecem por 15 minutos antes de atingirem a corrente sanguinea
(NEVES, 2007).

Uma vez que 0S esporozoitos ja estdo na corrente sanguinea, eles invadem os
hepatdcitos, células que apresentam proteinas circunsporozoita (CS) e proteina adesiva
relacionada a trombospodina (TRAP), dando origem aos trofozoitos pré-eritrocitarios, que se
multiplicam por esquizogonia. Subsequente a divisdo celular assexuada (esquizogonia pré-
eritrocitaria) nos hepatdcitos, tem-se a formacdo células multinucleadas, que sdo os
esquizontes (NEVES, 2007; NETO et. al, 2008).

Ao final de 8 a 15 dias ap6s a esquizogonia tecidual, os hepatdcitos parasitados pelos
esquizontes se rompem, liberando milhares de merozoitos na circulacdo. Algumas espécies
como P. vivax e P. ovale, apresentam esporozoitas que dardo origem a formas latentes intra-
hepaticas conhecidas como hipnozoitas (do grego hypnos, sono). Estes hipnozoitos sao
responsaveis pelos quadros de recaidas tardias, que geralmente ocorrem apds seis meses de
incubac&o para a maioria das cepas de P. vivax (NEVES, 2007; NETO et. al, 2008).

O ciclo eritrocitério se inicia com 0s merozoitos invadindo as hemécias, onde essa
interacdo se da por meio do reconhecimento de receptores especificos. O receptor principal

para o P. falciparum sdo as glicoforinas A (glicoproteinas presentes nas hemacias), enquanto
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que para o P. vivax, a glicoproteina do grupo sanguineo Duffy, sendo os individuos Duffy-
negativos refratarios para a infeccdo por P. vivax (NETO et. al, 2008). Ademais, o P.
falciparum invade eritrécitos de todas as idades, ao passo que o P. vivax so parasita
reticuldcitos e o P. malariae infecta somente eritrécitos maduros (NEVES, 2007).

Além das proteinas citadas acima presentes nos merozoitos, tem-se também diversas
outras moléculas capazes de exercer o papel de ligantes de receptores eritrocitérios, sendo a
EBA-175 a molécula mais relevante nessa funcéo de ligacdo. No interior das hemaécias ocorre
uma segunda esquizogonia, onde os merozoitos evoluem para trofozoitos, que se dividem
diversas vezes, de forma assexuada, resultando em células multinucleadas, que sdo 0s
esquizontes (NETO et. al, 2008).

Os esquizontes maduros possuem de 6 a 32 nucleos, cada um deles originando um
merozoito. Ao final de cada esquizogonia eritrocitaria, 0os merozoitos sdo liberados na
corrente sanguinea, ocasionando nos acessos maléricos, que sdo os picos febris periddicos
(NETO et. al, 2008). Este ciclo eritrocitario se repete sucessivas vezes, a cada 48 horas para
as infeccdes por P. falciparum, P. vivax e P. ovale, e cada 72 horas para as infeccdes por P.
malariae (NEVES, 2007).

Os merozoitos, além de se transformarem em trofozoitos e posteriormente em
esquizontes, podem também se diferenciar em gametdcitos, que sdo as formas de reproducéo
sexuada infectantes para 0s mosquitos vetores. Os gametdcitos ingeridos pelas fémeas do
mosquito Anopheles durante o repasto sanguineo passam por esporogonia, e em poucos
minutos os gametocitos masculinos sofrem exflagelacdo, resultando na formacéo de seis a
oito microgametas, ao passo que 0s gametdcitos femininos transformam-se em macrogametas
(NETO et. al, 2008).

Dentro de 20 a 30 minutos, o microgameta masculino fecunda um macrogameta
feminino, dando origem a um zigoto, que em 24 horas apos a fecundacdo, se transforma em
oocineto que € o estagio mével. O oocineto migra até a parede do estdmago do mosquito,
onde se transforma em uma estrutura esférica que se acomoda entre o epitélio e a membrana
basal, que é 0 oocisto, cujo em seu interior se formam os esporozoitos (NETO et. al, 2008).

Estes esporozoitos formados se disseminam por todo o corpo do inseto através da
hemolinfa, chegando até o canal central das glandulas salivares, para serem inoculados no
hospedeiro vertebrado, juntamente com a saliva, durante o repasto sanguineo (NEVES, 2007).

A Figura 1 apresenta uma representacdo esquemadtica do ciclo evolutivo do

Plasmodium.
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Figura 1: Representacao esquematica do ciclo do Plasmodium ssp
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Fonte: PEREIRA, 2012 (Adaptado da dissertacéo)

4.2 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

A Organizagdo Mundial da Salde publicou em 2021 um Relatério Mundial da
Maldria, com uma estimativa de 227 milhdes de casos da doenca s6 no ano de 2019, sendo
endémica em 85 paises. No ano seguinte, a pandemia de Covid-19 corroborou para a
interrupcdo de servigos prestados para a prevencdo da doenca, tendo um aumento no ndmero
de casos que chegou a 241 milhdes de notificagdes (WHO, 2021).

Em 2020, os Obitos por maldria aumentaram para uma estimativa de 627.000,
representando aumento de 12% em relagéo ao ano anterior. Discute-se que 47.000 (cerca de
68%) das 69.000 mortes adicionais tiveram influéncia da pandemia de Covid-19 que
culminou na interrupgdo de servigos basicos de atendimento, principalmente das populacdes
mais carentes (WHO, 2021).

A taxa de oObitos de criancas menores de 5 anos veio diminuindo ao longo dos ultimos

20 anos, tendo uma queda de 87% em 2000 para 76% em 2019. Todavia, em 2020 teve-se um
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leve aumento para 77%, enquanto que as outras faixas etérias apresentam uma taxa de
mortalidade menor (WHO, 2021).

Dos 85 paises endémicos para doenca, 29 pertencem ao continente africano,
representando em 2020 aproximadamente 96% do total de casos reportados e mortes por
malaria. Na Ameérica Latina, entre 2000 e 2020, a prevaléncia e niumero de novos casos de
malaria reduzirem em 58% (de 1,5 milh&o para 0,65 milhdo) e 67% (de 14,1 para 4,6 casos
por 1.000 habitantes em risco), respectivamente. No ambito dos oObitos, também foi notado
uma queda em 56% (de 909 para 409) e 66% (de 0,8 para 0,3 mortes por 100.000 habitantes
em risco) (WHO, 2021).

Os paises Republica Bolivariana da Venezuela, Brasil e Coldmbia foram os principais
representantes do continente, perfazendo 77% dos casos. A maioria dos casos notificados na
regido é causada pelo agente Plasmodium vivax, que é muito comum nestas localidades (68%
em 2020) (WHO, 2021).

Em relacdo ao Brasil, segundo o Boletim Epidemioldgico de 2020 emitido pelo
Ministério da Saude, 234 municipios brasileiros contabilizaram casos de maléria, onde destes,
37 (15,8%) sdo considerados como municipios prioritarios, sendo responsaveis por 47.495
(79,7%) de 59.637 de casos registrados no pais.

No ano de 2019, a letalidade da doenca no pais foi proxima de 2,04% na regido extra-
amazonica, ao passo que na regido amazonica foi de aproximadamente 0,02%, constatando
que a regido extra-amazonica teve letalidade 123 vezes maior. Isso ocorre por conta da
demora pela suspeicdo de malaria em estados que ndo sdo endémicos, gerando um
agravamento do quadro clinico do paciente, resultando em um aumento de mortes (Figura 2)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
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Figura 2: Obitos por malaria no Brasil de 2008 a 2019
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Fonte: Boletim Epidemioldgico da Maléria 2020 (Ministério da Saude)

4.3 PATOGENIA DA MALARIA

A patogenia da malaria é determinada pela destruicdo dos eritrocitos pelos merozoitos
e a sua consequente liberacdo na corrente sanguinea, juntamente com 0s seus metabolitos,
desencadeando uma resposta do hospedeiro. Os mecanismos responsaveis pelas diferentes
manifestacdes clinicas sdo: (1) destruicdo dos eritrocitos parasitados; (2) toxicidade resultante
da liberacdo de citocinas; (3) sequestro dos eritrocitos parasitados na rede capilar (especifico
para P. falciparum) e (4) lesdo capilar por deposicdo de imunocomplexos (especifico de P.
malariae) (NEVES, 2007).

(1) Destruicao dos eritrocitos parasitados: Este processo é caracteristico de todos os tipos
de malaria, e que pode gerar desenvolvimento de anemia. Na maior parte dos casos relatados,
a anemia ndo é correlacionada com a parasitemia, podendo ser referente a outros fatores

como: destruicdo das hemécias ndo-parasitadas pelo sistema imune ou pelo aumento da
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fagocitose por macrofagos do baco; participagdo de auto-anticorpos com afinidade para
parasito e também para a heméacia e/ou por uma disfuncdo na medula 6ssea que é estimulada
pela acdo de citocinas, que leva a uma formacdo insuficiente de hemacias (anemia
diseritropoiética) (NEVES, 2007).

(2) Toxicidade resultante da liberacdo de citocinas: Na fase aguda da doenca ocorre a
ativacdo de células imunes que produzem citocinas que atuam de maneira direta ou indireta
sobre o parasito, porém acabam desempenhando um papel nocivo sobre o hospedeiro. A
liberacdo de citocinas como o pirogénio enddgeno, TNF (Fator de Necrose Tumoral) e
Interleucina-l1 (IL-1, IL-6 e IL-8) pelos mondcitos e macrofagos ativados, devido aos
metabolitos liberados na ruptura dos esquizontes, leva ao aparecimento de muito sintomas da
maldria aguda, principalmente o mal-estar e a febre (NEVES, 2007).

A citocina TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa) esta amplamente relacionada aos
casos de maléria causadas por P. vivax e P. falciparum, estando associada com o mal
prognostico da malaria por P. falciparum. Alguns estudos realizados apontam que esta
citocina atua sobre o endotélio de forma direta, e de forma indireta induz as moléculas de
citoaderéncia a se ligarem ao endotélio, levando a uma lesdo do vaso que pode ocasionar um
extravasamento de liquido para o espaco intersticial de estruturas nobres, como os alvéolos
pulmonares e glomérulos renais, acarretando em manifestacdes de malaria grave pulmonar e
renal, respectivamente (NEVES, 2007).

Algumas outras citocinas com atividades toxicas ja foram relatadas, desempenhando
uma acdo inibitdria da glicogénese que leva a um quadro de hipoglicemia e também podem
aumentar a producdo de 6xido nitrico pelos leucécitos, musculo liso, micrdglia e endotélio
vascular, inibindo as funcgdes celulares que implica em algumas complicacfes graves da

maldria, especialmente o coma (NEVES, 2007).

(3) Sequestro dos eritrocitos parasitados na rede capilar: Durante a esquizogonia
sanguinea realizada pelo P. falciparum, uma série de modifica¢Ges sdo feitas na superficie das
células, permitindo a sua adesdo a parede endotelial dos capilares. Este processo chamado de
citoaderéncia € mediado por proteinas do parasito expressas na superficie das hemacias
infectadas pelos merozoitos, sendo a proteina principal a PFEMP1 (Proteina 1 de membrana
do eritrécito do P. falciparum), que forma uma protuberancia (NEVES, 2007).

Algumas moléculas presentes no hospedeiro também estdo inseridas no processo de

citoaderéncia como a CD36 (antigeno de diferenciacdo leucocitaria) que esta na
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microcirculacdo de diferentes 6rgdos, ICAM-1 (molécula de adesdo intracelular) que é o
principal ligante presente no cérebro e a CSA (sulfato de condroitina A) que esté presente nos
vasos placentarios (NEVES, 2007).

A citoaderéncia endotelial € observada nas vénulas do novelo capilar de 6rgéos vitais,
como na substdncia branca do cérebro, coracdo, figado, rins e intestino. Conforme a
intensidade dessa adesdo celular, pode-se ter a obstrucdo da microcirculagdo e
consequentemente a reducdo do fluxo de oxigénio para os tecidos, e também ocasionar um
metabolismo anaerobico que leva a uma acidose latica (NEVES, 2007).

Os 6rgdos mais prejudicados por esse processo sdo o cérebro, os rins e o figado, cujos
os danos causados sdo responsaveis pelos quadros de malaria cerebral, insuficiéncia renal
aguda e hepatite, comuns nos quadros de malaria grave. Esse mecanismo de sequestro de
eritrocitos trata-se de uma forma de escape do parasito, evitando a destruicdo pelo baco
(NEVES, 2007).

(4) Lesédo capilar por deposicdo de imunocomplexos: Nas infeccdes cronicas por P.
malariae pode ocorrer a glomerulonefrite transitoria e autolimitada, que se apresenta com a
sindrome nefrética. Esta lesdo glomerular é desencadeada pela deposi¢do de imunocomplexos
nos glomérulos, alterando a sua permeabilidade e induzindo a uma perda excessiva de
proteinas na urina (NEVES, 2007).

4.4 SINAIS E SINTOMAS

A fase sintomatica da doenca é caracterizada pela presenca de mal-estar, cefaleia,
cansaco e mialgia, precedidas por uma febre classica. O acesso malarico que ocorre a cada
ruptura de hemacias ao final da esquizogonia, € acompanhado por calafrios e sudorese,
durando de 15 minutos a 1 hora, seguida de uma fase febril, com uma temperatura basal que
pode atingir 41°C ou mais (NEVES, 2007).

Depois de um periodo de duas a seis horas, tem-se a cessa¢do da febre e o individuo
relata um quadro de sudorese e fraqueza intensa. ApOs algumas horas, os sintomas
desaparecem e o paciente tem a sensacdo de melhora (NEVES, 2007).

A periodicidade dos sintomas esta diretamente relacionada com o tempo de duracéo
dos ciclos eritrocitarios de cada espécie: 48 horas para P. vivax, P. ovale e P. falciparum
(caracterizando uma malaria tercd) e 72 horas para o P. malariae (tendo uma malaria quarta)
(NEVES, 2007).
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45 DESENVOLVIMENTO DE VACINAS PARA MALARIA

Dentro do campo da salde publica, as vacinas constituem grandes triunfos para
erradicar ou minimizar doengas endémicas, contribuindo para o bem-estar da populacdo. No
caso da malaria, existem trés estagios que as vacinas em desenvolvimento devem atingir:
estagio pre-eritrocitario, eritrocitario e bloqueadores de transmissao vetorial (Figura 3)
(FRIMPONG et. al, 2018).

O estagio pré-eritrocitario ocorre quando 0s esporozoitos viajam pela corrente
sanguinea e vao para o figado, infectando os hepatdcitos para realizarem a esquizogonia, que
¢ a fase de alta multiplicacdo que precede a invasdo dos glébulos vermelhos. O principal
objetivo dos potenciais imunizantes para essa fase, é inibir a infec¢do dos hepatdcitos através
de mecanismos de protecdo que envolvem a producdo de anticorpos anti-esporozoitos e de
células T citotdxicas, que destroem as células hepaticas infectadas (FRIMPONG, et. al, 2018).

Para esse estagio, a vacina mais promissora € a RTS,S, que foi liberada para uso
emergencial pela OMS em 2021 porém, existem outras potenciais candidatas vacinais como
PfSPZ (esporozoito inteiro), PfSPZ-CVac (com quimioprofilaxia) e PfSPZ-GAP (parasito
geneticamente atenuado) (FRIMPONG et. al, 2018).

Ja para o estagio eritrocitario, a finalidade é provocar uma resposta imune que
blogueie ou limite a invasdo das hemacias pelos merozoitos, utilizando como componente
principal a proteina de superficie do parasito, como as proteinas de superficie de merozoito,
antigeno de membrana apical 1 (AMA 1) e a proteina homologa ao reticulécito. As principais
vacinas para esse estagio sdo a PfRH5, AMA-1/RON2, VAR2CSA (maléria placentaria),
entre outras (FRIMPONG et al, 2018).

Apesar dessas proteinas utilizadas serem altamente imunogénicas e promissoras para a
producdo de vacinas, a maioria desses antigenos também sdo altamente polimorficos,
induzindo respostas especificas de antigenos e cepas de parasitos. Por outro lado, as proteinas
Rh (proteinas homdlogas aos reticuldcitos) apresentam alto nivel de conservacdo em sua
sequéncia, mas em contra partida, tendem a ser menos imunogénicas (FRIMPONG et.
al,2018).

O terceiro alvo das vacinas sdo as formas parasitarias que se encontram no vetor, ou
seja, 0s gametdcitos. A vacina blogueadora de transmissdo vetorial (TBV) visa a interrupcéao
da transmissdo do parasito entre humanos e 0 mosquito vetor por meio da resposta imune do

hospedeiro as proteinas direcionadas ao parasito, como Pfs230, Pfs25, Pfs45, etc. Dentre as
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principais candidatas a TBV, apenas a Pfs230 e a Pfs25 foram submetidas a ensaios clinicos
em humanos (FRIMPONG et.al, 2018).

Figura 3: Estagios do ciclo de vida do Plasmodium spp e antigenos candidatos a vacinas que visam cada
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Estagio pré-eritrocitario

e VacinaRTS,S

Estudos de genoma e proteoma desenvolvidos em 2002 pelo pesquisador Doolan,
identificou cerca de 16 proteinas antigénicas pré-eritrocitarias reconhecidas através de
voluntarios que foram imunizados com esporozoitos de P. falciparum atenuados por radiacéo,
servindo como um estudo prévio para que Kappe identificasse 25 genes expressos em estagio
pré-eritrocitario, dentre eles os conhecidos CSP (Proteina Circunsporozoita) e TRAP
(Proteina  Adesiva relacionada a Trombospodina), através de transcriptbmica
(BETTENCOURT, 2020).

A CSP foi o primeiro antigeno a ser descrito na literatura por conferir uma prote¢do no
nivel pré-eritrocitario, sendo uma proteina expressa predominantemente pelos esporozoitos
(BETTENCOURT, 2020). O antigeno é um dos componentes da vacina Mosquirix™
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(RTS,S/AS01), que também apresenta na composicao 19 repeticoes da regido NANP (regido
central composta pelos aminoacidos Asn-Ala-Asn-Pro [Aspargina-Alanina-Aspargina-
Prolina]) e regides C-terminais (PfFCSP 3D7), que sdo expressos em antigeno de superficie de
particulas semelhantes a virus da hepatite B (HBSAg-VLP “virus-like particle), formulados
com o adjuvante ASO1 (BETTENCOURT, 2020; NOE et. al, 2021; DATOO et. al, 2021)).

A vacina RTS,S tem como alvo principal a proteina circunsporozoita (CSP) do
Plasmodium falciparum, inibindo assim, a infec¢do dos hepatdcitos pelos esporozoitos, sendo
considerada uma vacina pré-eritrocitaria (LAURENS, 2019). O imunizante Mosquirix™
(nome comercial da RTS,S/AS01) vem sendo desenvolvido desde 1987 pela
GlaxoSmithKline (GSK) em colaboragdo com o Walter Reed Army Institute of Research
(WRAIR), onde na época tentaram produzir uma vacina baseada no uso de esporozoitos
atenuados por radiacdo, pois protegiam contra a infeccdo da malaria (LAURENS, 2019).

O grupo GSK utilizando a experiéncia adquirida na producio da vacina Energix-B™
contra a hepatite B, usaram o antigeno de superficie da hepatite B (HBsSAg) como uma matriz
transportadora para a regido central de repeticio (NANP) da CSP, adicionando a regido
terminal C a matriz, ja que essa regido contém epitopos de células T e B, baseados na cepa de
P. falciparum NF54 (LAURENS, 2019).

Dessa forma, foi criada entdo a vacina RTS,S, onde o “R” representa a regido de
repeticdo central, sendo uma Unica cadeia polipeptidica que corresponde a uma sequencia de
aminoacidos NANP de tetrapeptideos repetidos altamente conservados; o “T” representa os
epitopos imunodominantes de linfocitos TCD4 e TCD8 (Th2R e Th3R). Estes peptideos
imunodominantes foram combinados geneticamente e fundidos a por¢cdo N-terminal do
antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), enquanto que o “S” representa as particulas
semelhantes a virus de hepatite B (HBsAg-VLP) que expressam em sua superficie a proteina
circusnporozoita (CSP) que € coexpressa em células de levedura. Ja uma segunda porcéo que
¢ denominada “S”, é o antigeno HBs ndo fundido a matriz que se funde espontaneamente,
dando origem a RTS,S (Figura 4) (LAURENS, 2019).
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Figura 4: Representacédo grafica das estruturas circunsporozoitas (CSP) e da RTS,S
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Fonte: LAURENS, 2019 (Adaptado do artigo)

A CSP é composta por quatro regifes, onde a Regido N-terminal contém uma
sequéncia peptidica de sinal; a Regido | apresenta um sitio de clivagem proteolitica de cinco
aminoacidos (KLKQP) conservados, que se ligam a proteoglicanos de sulfato de heparina
(que estdo presentes na superficie celular de tecidos como os hepatdcitos, favorecendo a
aderéncia da proteina a célula); a Regido Central que contém a sequéncia de repeticdo de
quatro aminoacidos (NANP/NVDP), e por fim, a Regido C-terminal que contém a regido Il
(que apresenta um dominio do tipo trombospondina (TSP), que é uma glicoproteina) e uma
sequéncia de glicolipideos ancoras, que sdo as GPIs (glicosilfosfatidilinositol candnica)
(LAURENS, 2019).

Para a composicdo da vacina, foram utilizadas apenas as ultimas 18 repeti¢cbes das
sequéncias de aminoacidos NANP e a Regido C-terminal, que corresponde a sequéncia de
glicolipideos ancoras (GPI), que auxiliam na ancoragem de diversas moléculas. O antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsAQ) se automonta em particulas semelhantes a virus
(VLP- virus like particle), sendo geneticamente fundidos a CSP, servindo como transportador
dessa proteina (LAURENS, 2019).

A porcdo da Regido C-terminal da CSP contém trés epitopos de células T conhecidos:
(1) epitopo de celula TCD4+ (TH2R); (2) epitopo de celula TCD8+ e (3) epitopo de celula
TCDA4+ “universal” conservado (CS.T3). J4 a por¢do sequencial de aminoacidos NANP
apresenta epitopos imunodominantes de células B (LAURENS, 2019).

Os componentes proteicos da vacina sdo expressos em celulas de levedura, sendo
utilizada a Saccharomyces cerevisiae geneticamente modificadas, que sdo fundidas

espontaneamente em particulas semelhantes a virus (HBsAg-VLP) que transporta a CSP em
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sua superficie. O adjuvante usado na composicao da vacina € o AS01, produzido pela GSK,
que contém os imunoestimulantes QS-21 (saponina extraida da casca da arvore Quillaja
saponaria) e MPL (3-O-desacil-4’-monofosforil lipidio A), que sdo adjuvantes formulados a
base de lipossomas (pequenas vesiculas) (LAURENS, 2019).

Nos ultimos 15 anos, varios ensaios clinicos de fase Il e Ill foram feitos em &reas
endémicas para a maléria, indicando que vacina RTS,S, quando aplicada em criangas de 6 a
12 semanas, e de 5 a 7 meses de idade, induz uma resposta imunoldgica protetora capaz de
neutralizar a infeccdo por esporozoitos ou de atenuar a gravidade clinica da doenca
(ZAVALA, 2022).

Um ensaio clinico de fase Il realizado em diferentes areas endémicas da Africa
Subsaariana, revelou que a protecdo contra a doenca diminui para 28% em criangas de 5 a 17
anos apdés a ultima dose do imunizante, para 9% em criancas de 1 a 5 anos e para 11% para
criangas 6 a 12 semanas de idade, ressaltando que o efeito protetor da vacina é de curta
duracdo e que parece depender da intensidade da transmissdo em diferentes areas endémicas.
Essa protecdo de curta duracdo acontece devido aos niveis reduzidos de anticorpos anti-CSP,
indicando que a protecdo duradora depende de altos niveis desses anticorpos circulantes
(ZAVALA, 2022).

O perfil de imunogenicidade da RTS,S vem sendo amplamente estudado, porém ja é
possivel constatar que os titulos de anticorpos anti-CSP contra a regido de repeticdo NANP e
respostas de células TCD4+ aumentaram apds a imunizacao e podem estar relacionadas com a
protecdo, reduzindo de forma significativa o risco de malaria clinica (LAURENS, 2019).

Um estudo de fase 111 duplo-cego, controlado individualmente e randomizado, foi feito
para avaliar a eficacia, seguranca e imunogenicidade da vacina entre 2009 e 2014, ressaltou
gue a RTS,S/AS01 foi mais imunogénica em criancas de 5 a 17 meses (apresentando altos
titulos de anticorpos anti-CSP) do que naquelas de 6 a 12 semanas de idade. Criancas
portadoras de HIV apresentaram uma reducdo da imunogenicidade (WHITE et. al, 2015).

Segundo o estudo, a reducdo dos niveis de anticorpos anti-CSP podem estar
relacionados com varidveis como intensidade da transmissdo, sexo do individuo, parto
prematuro, baixo peso, portadores de HIV e casos anteriores de malaria clinica. A dindmica
dos titulos de anticorpos anti-CSP apés a vacinacdo primaria e ap6s a dose de refor¢o é bem
descrita por um modelo exponencial bifasico (Figura 5 a-d), onde em criangas de 6 a 12
semanas estima-se que 7% da resposta seja de longa duragdo ap0s a vacinacdo primaéria,

aumentando para 21% apds a dose de reforco (WHITE et. al, 2015).
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Ja em criangas de 5 a 17 meses, estima-se que 12% da resposta imunolégica seja de
longa duracdo apos a vacinagdo priméria, aumentando para 30% apds a dose de refor¢o. No
caso da relacdo dose-resposta, &€ possivel concluir que quanto mais alto sdo os niveis de
anticorpos anti-CSP circulantes (cerca de 121 EU/mL), melhor é a resolucdo da infeccéo,
prevenindo 50% das infeccBes (Figura 5 e). O estudo também demonstra que a
imunogenicidade aumenta com um esquema vacinal de trés doses (0, 1 e 2 meses) e uma dose
de reforco no més 18, em criangas de 5 a 17 meses (WHITE et. al, 2015).

Estima-se que em criancas de 5 a 17 meses, a eficacia contra a doenca comega em
74% e diminui para 28% aos 12 meses, € cai para 9% ap0s 0s 5 anos de idade. Uma dose de
reforco aos 18 meses aumenta a eficicia da vacina para 59%, resultando em 17% de eficacia
aos 5 anos. Nas criangas de 6 a 12 semanas, a eficacia contra a infeccao foi estimada em 63%
e diminui para 11% aos 12 meses e para 3% ap0s 0s 5 anos. Uma dose de reforgo aos 18
meses aumenta a eficacia para 58%, resultando em 8% de eficacia em 5 anos (WHITE et. al,
2015).

O répido declinio dos anticorpos anti-CSP em todas faixas etarias foi caracterizado por
uma meia-vida rapida, de aproximadamente 40 dias, seguida por uma perda mais gradual de
anticorpos induzidos pela vacina, que ocorre no periodo de 600 dias (Figura 5 f) (LAURENS,
2019).

No entanto, a vacina RTS,S ndo é capaz de induzir uma resposta imune do tipo
TCD8+, que é uma resposta que tem um papel critico na protecdo contra a malaria. Um
trabalho desenvolvido no ano de 2017 pelo pesquisador Dmitri Kazmin e colaboradores,
descreveu uma abordagem diferente de vacinagdo, onde em um primeiro estudo foi mantido
as trés doses de RTS,S, porém a dose de refor¢o aplicada nos participantes foi um imunizante
com adenovirus recombinante 35 (Ad35) expressando o antigeno CSP, e no segundo estudo
foi aplicado o imunizante com adenovirus recombinante 35 como dose primaria, e as outras
doses foram de RTS,S, a fim de revelar informagdes importantes sobre as respostas
imunolégicas frente a vacinacao e sua imunidade protetora contra a malaria (KAZMIN et. al,
2017).
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Figura 5: Dindmica dos anticorpos anti-CSP e sua associac¢éo contra a infeccéo
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Fonte: WHITE et. al, 2015 (Adaptado do artigo)

O ensaio clinico foi realizado no Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR),
que contou com 46 voluntdrios saudaveis e virgens para a malaria, sendo divididos em dois
grupos de estudo, a fim de avaliar a eficacia e protegdo das vacinas RTS,S e da AdVac
(adenovirus recombinante 35 expressando CSP) como prime-boost. O grupo 1 (referido como
ARR) ¢ composto por 25 voluntarios que receberam a vacina AdVac, como imunizagao
primdria e seguida de duas doses da vacina RTS,S, enquanto que o grupo 2 é composto por 21
individuos que receberam trés doses de RTS,S (referido como RRR) (KAZMIN et. al, 2017).

Os participantes de ambos os grupos de estudo foram vacinados em intervalos de 28
dias, e apos 21 dias da imunizacdo final foram submetidos a um desafio que consistia em
infecta-los com a maléria de maneira controlada. A parasitemia foi monitorada por 28 dias,
enquanto que o monitoramento da resposta imune perdurou por 159 dias apds o desafio
(Figura 6). O estudo também contou com 12 individuos ndo vacinados para serem o grupo

controle (KAZMIN et. al, 2017).
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Figura 6: Design do estudo desenvolvido de RTS,S com a AdVac
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O regime vacinal RRR (com RTS,S) induziu titulos significativos de anticorpos anti-
CSP quando comparados com o regime ARR (com AdVac) (Figura 7 a). Duas doses de
RTS,S ap6s a AdVac ndo foram capazes de induzir uma magnitude tdo elevada de anticorpos
como as doses aplicadas de RTS,S no grupo RRR, ressaltando que a vacinacdo em RRR
induziu uma maior producdo de anticorpos anti-CSP do que no grupo ARR (Figura 7 a)
(KAZMIN et. al, 2017).

Também foi avaliado o nimero de células secretoras de anticorpos (ASCs) induzidas
ap6s a imunizacdo, usando a técnica ELISPOT (que é um imunoensaio que mede
guantitativamente a frequéncia de citocinas secretadas por essas células), onde se observou
gue ambas as vacinas induziram a mesma quantidade de anticorpos anti-CSP especificos
(Figura 7 c). Constatou-se também, que 0s grupos que receberam as trés doses de RTS,S
(RRR) apresentaram altos titulos de anticorpos contra 0 HBsAg, que é a proteina fundida com
a CSP (Figura 7 b) (KAZMIN et.al, 2017).
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Figura 7: Resposta imune desencadeada ap6s as vacinagdes com RTS,S e AdVac
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Fonte: KAZMIN et. al, 2017 (Adaptado do artigo)

As respostas imunes do tipo TCD4+ e TCD8+ especificas para a CSP ap6s a
vacinacdo também foi verificada, tendo uma inducdo muito baixa de resposta TCD8+ pelo
grupo RRR e uma inducdo modesta pelo grupo ARR. Em paralelo, houve uma inducéo
significativa de resposta TCD4+ especificas para CSP pelo grupo ARR, e em um grau muito
fraco pelo grupo RRR (KAZMIN et. al, 2017).

Conforme relatado, os individuos do grupo de estudo RRR (vacina RTS,S) que ndo
desenvolveram a parasitemia dentro de 28 dias ap6s o desafio, foram denominados como
“protegidos” por apresentarem uma maior concentragdo de anticorpos anti-CSP (isotipo 1gG)
no momento do desafio (Figura 8 a). As concentracdes de anticorpos anti-HBsAg nédo foram
tdo diferentes entre individuos protegidos e nao protegidos (Figura 8 b). No grupo ARR que
foi vacinado com a AdVac, teve-se uma maior frequéncia de células TCD4+ polifuncionais
especificas para CSP, onde essas células produziram diversos marcadores como CD40L, IL-2,

TNF-a e IFN-y, que foram monitoradas pela analise de FACS, se correlacionando com a
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protecdo. A frequéncia dessas células T polifuncionais foi semelhante entre os grupos

protegidos (vacinados) e ndo protegidos (nédo vacinados) (Figura 8 ¢) (KAZMIN et. al, 2017).
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implementacdo da RTS,S/AS01 em andamento fornecerdo muitas
sobre a viabilidade da vacina em areas endémicas, ja que a OMS
da Saude) liberou seu uso para uso emergencial no ano de 2021.
alternativos para a RTS,S e uso de adjuvantes alternativos estdo sendo

estudados, a fim de se aumentar os titulos e duragdo dos anticorpos anti-CSP, sem aumentar o
risco de convulséo febril em criancas (LAURENS, 2019).
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e VacinaR21

A vacina contra a malaria mais avancada no momento nos ensaios clinicos é a
RTS,S/AS01, que se baseia em particulas da proteina circunsporozoita (CSP) fundidas na
proteina HBsAg. Quando administrada com o adjuvante AS01 é altamente imunogénica,
porém em estudos de fase Il feitos recentemente foi verificado que a vacina foi parcialmente
protetora (COLLINS et.al, 2021).

Durante um estudo realizado no ano de 2021, observou-se que 3 doses administradas
da RTS,S induziram uma eficécia protetora contra a malaria de 46% em criancas de 5 a 17
meses, e de 27% em bebés de 6 a 12 semanas. Essa protecdo foi diminuindo durante o
acompanhamento de 38 a 48 meses, e no final do estudo foi demonstrado que a imunidade foi
de 28,3% para as criangas e de 18,3% para os lactentes (COLLINS et. al, 2021).

Visando aumentar a eficicia protetora contra a maléria, foi desenvolvida uma vacina
de proxima geracdo baseada na CSP fundida na proteina de superficie da hepatite B (HBsSAQ),
sendo essa proteina uma matriz transportadora da CSP, recebendo o nome de R21. Esta se
difere da RTS,S por conter apenas a proteina de fusdo CSP-HBsAg, enquanto que a RTS,S
tem um excesso molar de quatro vezes mais de HBsAg. Portanto, a R21 apresenta maior
expressao da CSP (COLLINS et. al, 2021).

As vacinas anti-esporozoitas (anti-CSP) sdo consideradas “vazantes” mesmo
apresentando niveis altos de anticorpos, pois muitas vezes o sistema imune sofre uma evasao
por apenas um Unico esporozoito, resultando em uma infeccdo no estdgio sanguineo, ndo
conferindo uma protecdo estéril completa. Portanto, é possivel que uma estratégia de
vacinacdo heter6loga e multicompetente seja necessaria, a fim de alcancar altos niveis de
protecdo (COLLINS et. al, 2021).

Um ensaio clinico feito por Collins e colaboradores em 2021, avaliou a vacina R21
combinada com outro imunizante em estagio pré-eritrocitario clinicamente avancado, que se
baseia em vetor adenoviral simio (ChAd63) com virus vaccinia Ankara modificado (MVA)
que codifica ME.TRAP (cadeia de epitopos multiplos + proteina de adesdo relacionada a
trombospondina), que sdo moléculas que induzem as células T (COLLINS et. al 2017; 2021).

A vacina R21 de préxima geracdo é composta por uma por¢do C-terminal da proteina
circunsporozoita (CSP) da estirpe NF54 de Plasmodium falciparum, sendo fundida com a
porcdo N-terminal da proteina de superficie HBsAg, e pela porcdo central, que contém 19
repeticdes da sequéncia de aminoacidos NANP, que sdo conhecidos por terem epitopos

dominantes de células B, enquanto que a regido C-terminal contém alguns epitopos
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dominantes de células T (Figura 9 a), sendo essa proteina de fusdo R21 expressa na levedura
Pichia pastoris (COLLINS et. al, 2017).

As particulas proteicas de R21 tém aproximadamente 22 nm de tamanho, podendo ser
vistas em microscopia eletronica (Figura 9 b). A realizacdo de Western Blot utilizando
anticorpos anti-CSP com a utilizagdo do sistema eletroforético descontinuo (eletroforese em
gel de dodecil sulfato de sddio-poliacrilamida) e coloracdo de prata, demonstraram a presenca
de monémeros e dimeros de CSP-HBsAg que indicam que as particulas utilizadas sdo puras
(Figura 9 e), sendo isso confirmado por cromatografia de exclusdo de tamanho analitico
(Figura 9 d) (COLLINS et. al, 2017).

A presenga da regido de repeticdo NANP da CSP na superficie da R21 foi confirmada
em ELISA, tendo uma alta concentragdo, enquanto que HBsSA(g esta relativamente inacessivel
na superficie da R21, como sugerido por um sinal minimo em ELISA (Figura 9 ¢) (COLLINS
et. al, 2017).

Para verificacdo de imunogenicidade da vacina foram utilizados grupos de
camundongos BALB/c que foram imunizados com 3 doses de 0,5 pg de R21 formulada com
adjuvante, que no caso foram usados o Alhydrogel (& base de hidroxido de aluminio),
Carbopol (carb6émero polianiénico), Abisco-100 (& base de saponina) e AddaVax (emulsdo de
6leo em agua a base de esqualeno) (COLLINS et. al, 2017).

Todos os camundongos desenvolveram altos titulos de anticorpos do isotipo IgG para
a regido de repeticdo NANP, porém o0s grupos que receberam a R21+Abisco-100 e
R21+AddaVax, desenvolveram as respostas imunoldgicas mais altas (Figura 10 a). As
respostas de células T também foram avaliadas ap6s a imunizacao final, onde os grupos que
receberam R21+Abisco-100 ou R21+Abisco-100 e AddaVax, tiveram uma alta inducgéo de
células T produtoras de IFN y (Figura 10 b) (COLLINS et. al, 2017).

Para determinar se a R21 induzia algum tipo de resposta imune contra 0 HBSAg
presente na vacina, grupos de camundongos BALB/c foram divididos em trés grupos: (1)
R21+Alhydrogel; (2) R21+Abisco-100 e (3) HBsAg+Alhydrogel. Como esperado, 0s
anticorpos do isotipo 1gG especificos para HBsAg foram detectados em todos os
camundongos do grupo 3 que receberam as 3 doses do antigeno com o adjuvante. Ja nos
grupos 1 e 2 ndo foram detectados titulos de anticorpos anti-HBsAg, fornecendo evidéncias
de que 0 HBsAg é inacessivel na superficie da particula R21 (Figura 10 c¢) (COLLINS et. al,
2017).



Figura 9: Projeto e caracterizacéo da vacina R21
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Figura 10: Imunogenicidade da vacina R21
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Fonte: COLLINS et. al, 2017 (Adaptado do artigo)

A administracdo da combinacdo entre R21+ adjuvante (Abisco-100 ou MF59) e o
imunizante ChAd63-MVA ME-TRAP como prime-boost (primeira dose), com dose de
reforco ap6s 8 semanas, apresentou respostas medianas de anticorpos especificos para NANP,
enquanto que resposta imune especifica para CSP pela R21 ndo apresentou interferéncia
(Figura 11 a). O grupo em que foi administrado apenas a ChAd63-MVA ME-TRAP teve-se
baixos niveis de 1gG especificas para a regido de repeticio NANP e de células T especificas
para CSP. J& no grupo onde teve a coadministracdo da vacina de vetor viral com a R21, teve-
se altos niveis de células T especificas para CSP (Figura 11 c) (COLLINS et. al, 2017).

A coadministracdo desses dois imunizantes apds duas semanas gerou uma frequéncia
mais alta de células TCD8+ e da citocina IFN-y. A mesma tendéncia foi observada nos niveis
de células TCD8+ e TNF, e TCD8+ e IL-2 (Figura 11 d). Mesmo ap0s a aplicacdo da dose de

reforgo com a vacina ChAd63-MVA ME-TRAP, ndo houve diferenga significativa nos niveis
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da resposta das células T detectadas em qualquer grupo ap6s 3 semanas da dose de reforco
(Figura 11 e) (COLLINS et. al, 2017).

A combinacéo das vacinas ndo reduziu a magnitude de anticorpos IgG especificos para
a molécula TRAP (proteina de adesdo relacionada a trombospondina) (Figura 11 b). Apos a
imunizacdo de reforgco, os titulos de anticorpos nos grupos que receberam a combinacgdo
vacinal foram aproximadamente trés vezes maiores do que 0 grupo com apenas o regime de
vetor viral. Outro ponto importante observado foi que a combinacdo vacinal gera uma
tendéncia aumentada a inducdo de IgG especificas para a molécula TRAP (Figura 11 c)
(COLLINS et. al, 2017).

Figura 11: R21 e imunogenicidade do vetor viral em regime de combinacéo
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Fonte: COLLINS et. al, 2017 (Adaptado do artigo)

A R21 formulada com os adjuvantes Abisco-100 e Matrix-M que sdo a base de
saponina, induziram niveis significativos de eficacia estéril contra o desafio com esporozoitos
transgénicos. O nivel de eficacia estéril foi de 100% quando os camundongos receberam a
R21 + Abisco-100, e de 87,5% com a R21+ Matrix-M (Figura 12 a). Ambos os adjuvantes
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sdo adequados para uso com a R21, ja que ndo houve diferenga no nivel de 1gG especificas
para a regido NANP e ndo houve reducdo na eficicia da vacina (Figura 12 b) (COLLINS et.
al, 2017).

Outros dois adjuvantes foram utilizados na formulacdo com a R21, sendo 0 MF59 e o
AddaVax, que sdo uma emulsdo de Oleo em &gua a base de esqualeno, onde ambos
conseguiram induzir uma protecdo parcial significativa apds o desafio com esporozoitos
transgénicos. A R21+ AddaVax nédo induziu protecdo estéril em nenhum camundongo (0/7),
porém foi capaz de atrasar o desenvolvimento da parasitemia no estagio sanguineo de forma
significativa. Em contrapartida, a associacdo de R21 com o MF59 apresentou uma protecao
estéril de 12,5% nos camundongos vacinados (1/8) e retardou a parasitemia no estagio
sanguineo em 7 camundongos (Figura 12 a) (COLLINS et. al, 2017).

Apesar dos titulos de anticorpos anti-CSP serem elevados com ambas as formulacgdes,
a R21 com a AddaVax ou com o MF59 ndo se tem a inducdo de protecdo estéril em mais do
que um camundongo, ndo se tratando de adjuvantes com boa eficcia (Figura 12 b)
(COLLINS et. al, 2017).

A formulacdo de R21 com o adjuvante Matrix-M produziu uma protecdo estéril em
87,5% dos camundongos vacinados (7/8), enquanto que a R21 com o MF59 protegeu apenas
12,5% dos camundongos (1/8), constando que a R21/Matrix-M teve uma eficacia estéril
superior (Figura 12 c), porém nao houve diferenca nos titulos de IgG especificos para a
repeticdo de aminoacidos NANP antes e ap06s o desafio para ambas as formulag6es (Figura 12
d) (COLLINS et. al, 2017).

Notavelmente, a quantidade de células TCD4+ especificas para CSP detectadas no
sangue antes do desafio foram maiores no grupo com R21/Matrix-M do que com MF59, tendo
uma imunizacdo estéril, com producdo das citocinas IFN, TNF + e IL-2+ por essa populacédo
de células (Figura 12 e). Os niveis de células TCD8+ também foram medidos e, como
esperado foram baixos e ndo diferente entre os grupos com Matrix-M e MF59 (Figura 12 e)
(COLLINS et. al, 2017).
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Figura 12: Eficacia protetora da vacina R21
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Fonte: COLLINS et. al, 2017 (Adaptado do artigo)

Como mostrado anteriormente, a R21 quando formulada com o adjuvante Matrix-M
apresenta uma alta imunogenicidade, ja que o adjuvante utilizado é a base de saponina, que
estimula respostas imunes humoral e celular em ensaios clinicos de fase Il a. Com a finalidade
de verificar a seguranca, imunogenicidade e eficacia da candidata a vacina, foi realizado um
novo estudo de fase Il b em Nanoro, Burkina Faso, com criangas de 5 a 17 meses (DATOO et.
al, 2021).

O estudo com 450 criancas foi randomizado, duplo-cego e controlado, sendo realizado
no Institut de Recherche em Sciences de la Santé em Nanoro, Burkina Faso. Os participantes
com idade entre 5 e 17 meses foram divididos em trés grupos, onde o grupo 1 recebeu 3 doses
de 5ug R21/25ug MM, o grupo 2 recebeu 3 doses de 5ug R21/50ug MM e o grupo 3, grupo
controle, recebeu 3 doses de vacinas antirrabicas. As vacinas foram administradas antes do
pico sazonal de transmissdo da maléria, com uma dose de reforco 12 meses apds a terceira
vacinacdo (DATOO et. al, 2021).

No inicio do estudo, nenhum dos participantes tinha niveis detectaveis de anticorpos
do tipo IgG para a regido de repeticio NANP. Apds 28 dias da terceira dose da vacina, o
grupo 1 atingiu uma quantidade de 6.133 EU/mL, enquanto que o grupo 2 que recebeu uma
dose mais alta do adjuvante Matrix-M, o nivel de anticorpos detectaveis foi de 11.438

EU/mL, sendo significativamente maior quando comparado com o grupo 1 que recebeu uma
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dose menor do adjuvante. Os titulos de anticorpos anti-NANP cairam ao longo dos 12 meses,
mas apos a dose de refor¢co ambos os grupos 1 e 2, ap6s 28 dias da vacinagao, os anticorpos

aumentaram para niveis semelhantes aos apds da terceira vacinacdo (Figura 13) (DATOO

et.al, 2021).

Figura 13: Respostas de anticorpos anti-NANP a R21/Matrix-M
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Fonte: DATOO et. al, 2021 (Adaptado do artigo)

O estudo desenvolvido concluiu que a vacina R21/Matrix-M atinge a meta de eficacia
especificada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 75% ou mais na populacdo-alvo,
ao longo de 12 meses de acompanhamento. Foi observado uma eficacia de 77% nos grupos
onde as criangas receberam a R21 com a dose mais alta de adjuvante Matrix-M, tendo um
aumento de 86% nos titulos de anticorpos para a regido de repeticdo NANP da proteina
circunsporozoita (CSP) (Figura 13) (DATOO et. al, 2021).

Os eventos adversos foram menos frequentes com a R21/Matrix-M do que com a
RTS,S/AS01, sendo relatado apenas dor e febre pelos grupos de estudo. Um estudo de fase 11
para a vacina estd andamento em cinco locais africanos com alta transmissdo de malaria, com

0 objetivo de avaliar e licenciar uma vacina segura e de alta eficacia para reduzir a carga da

doenga (DATOO et. al, 2021).
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Estagio eritrocitario
e Vacina PfRH5

O estagio sanguineo da malaria ocorre quando 0s merozoitos invadem os eritrocitos e
se multiplicam até que a celula se rompa, liberando milhares de merozitos na circulacao
sanguinea, ocorrendo assim, os sintomas clinicos da doenga. Os merozoitos de P. falciparum
podem invadir os eritrdcitos através de duas vias principais: a via dependente do acido siélico
e as vias independentes do acido sialico (ORD et. al, 2014).

A via dependente do &acido sialico contém os receptores de glicoforina (GP), que sdo
as principais proteinas sialiladas presentes na superficie das hemacias, onde as adesinas do
parasita se ligam, promovendo a invasdo dos eritrdcitos. Dentre os ligantes de ligagdo a
eritrocitos (as adesinas) se destacam a EBA-175 e a PfRHL1. J& a via independente do &cido
sialico é composta pelas proteinas homologas de ligacao a reticuldcitos (RH), sendo a RH2a,
RH2b, RH4 e RH5 (ORD et. al, 2014).

O antigeno PfRH5 € essencial para a invasdo das hemacias, ja que ele se liga a
proteina basigina, que atua como receptor presente nas hemacias, promovendo a ligacdo
PfRH5-basigina, que culmina na invasao dos eritrocitos (ORD et. al, 2014).

Um estudo recentemente descrito por Ragotte e colaboradores (2020), mostrou que o
complexo proteico PFRH5-PfCyRPA-PfRipr (RCR) presente na superficie dos merozoitos de
Plasmodium falciparum que ajudam a se ligarem as hemécias, é um candidato promissor para
uma vacina de proxima geracdo em estagio sanguineo. O complexo RCR como é chamado, é
descrito como um trimero proteico que se liga a proteina basigina que esta presente nos

eritrocitos, promovendo a invasdo dos mesmos (Figura 14 a).

Figura 14: llustracao do complexo RCR ligado a basigina
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Fonte: RAGOTTE et. al, 2020 (Adaptado do artigo)
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Atualmente o principal antigeno candidato a vacina de estagio sanguineo é a proteina
homdloga de ligacdo a reticuldcitos 5 (PfRH5), que é expressa durante os estdgios maduros
dos esquizontes, se localizando nas rdptrias, que sdo organelas secretoras presentes nos
protozoarios. Trata-se de uma proteina indispensavel para a invasdo de eritrocitos humanos,
sendo especifica da espécie de Plasmodium falciparum (RAGOTTE et. al, 2020).

Nos humanos, a ligacéo da proteina PfRH5 a basigina desempenha um papel essencial
na invasdo, ja que ela consegue deformar a membrana eritrocitaria, formando um poro. A
ligacdo da PfRH5+PfRipr a basigina é necessaria para a inducdo de um pico de célcio dentro
do eritrécito, promovendo a invasdo pelos merozoitos. Uma vez que esse pico de célcio é
inibido pelos anticorpos anti-PfRH5 ou anti-PfRipr, a entrada dos merozitos € bloqueada
(RAGOTTE et. al, 2020).

No atual momento, os anticorpos monoclonais anti-PfRH5 (mAbs) sdo os mais
imununogénicos quando comparados com 0s outros antigenos dentro do complexo RCR. Em
um ensaio clinico de fase | a, foi administrado uma vacina via intramuscular de adenovirus de
chimpanzé recombinante do sorotipo 63 (ChAd63) expressando o antigeno PfRH5 completo
(RAGOTTE et. al, 2020).

Os anticorpos monoclonais anti-PfRH5 produzidos foram isolados de plasmoblastos
triados de células unicas de voluntérios vacinados com a vacina usando vetor viral. Os genes
responsaveis por codificar a regido variavel do anticorpo foram isolados e ampliados por PCR
(Reacdo de Cadeia da Polimerase) e clonados em um pré-molde de IgG humano. Uma vez
gue os anticorpos monoclonais de cadeia pesada e cadeia leve foram produzidos, 0s mesmos
sdo transferidos para células HEK293 (células embrionarias de rim humano). Os anticorpos
monoclonais reconhecem prontamente com alta afinidade a proteina PfRH5 (ALANINE et.
al, 2019).

A fim de caracterizar a capacidade dos anticorpos monoclonais humanos (mADbs) para
bloquear a entrada de merozoitos nos eritrocitos, foi feita uma atividade de inibi¢do de
crescimento in vitro contra o clone 3D7 de P. falciparum. Os mAbs foram distribuidos em
trés categorias: “alta atividade inibitoria” (acima de 75% - barra de cor verde), “baixa
atividade inibitdria” (entre 25 e 75% - barra de cor cinza) e “atividade inibitoria negativa”
(abaixo de 25% - barra de cor preta) (Figura 15 a), onde os mAbs R5.004, R5.008, R5.013,
R5.016, R5.017, R5.018 e R5.019 apresentaram alta atividade (ALANINE et. al, 2019).

As linhagens de anticorpos monoclonais que apresentaram alta atividade inibitoria
foram a R5.016 e a R5.004, que tiveram valores de ECsp em um sistema de diluicdo com 1gG
(Figura 15 b) (ALANINE et. al, 2019).
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Figura 15: Propriedades inibitérias do crescimento de mAbs especificos para a PfRH5
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Fonte: ALANINE et. al, 2019 (Adaptado do artigo)

Para melhor compreender a relacéo entre o local de ligacdo e a funcdo dos anticorpos
monoclonais frente a PfRH5, foi feita a cristalizacdo da proteina PfRH5, que visa criar
reticulos estruturados e organizados, a fim de se ter maior estabilidade, tendo a remoc¢éo de
duas sec¢des de sequéncia desordenada (M1-Y139 e N248-M296), resultando em uma proteina
sem presenca de 188 residuos, denominada PFRHSANL (ALANINE et. al, 2019).

Todos os anticorpos monoclonais com alta atividade inibitdria e dois dos trés mAbs de
baixa atividade inibitoria se ligaram a proteina cristalizada PfRHSANL, sugerindo que a
proteina contém os principais epitopos neutralizados pelos anticorpos (Figura 16 d). Em
seguida, foi avaliado a atividade inibitdria in vitro dos anticorpos 1gG (purificados a partir de
anticorpos policlonais retirados do soro de vacinados com a proteina PfRH5) sobre a proteina
PfRH5ANL, que se mostrou altamente potente.

Em ensaios in vivo, com a transferéncia de anticorpos do isotipo IgG de coelhos
imunizados com a proteina cristalizada PfRH5ANL para camundongos humanizados (com
hepatocitos e eritrocitos humanos), que foram infectados por picadas de mosquitos infectados
com P. falciparum, observou-se uma reducdo significativa da carga parasitaria em estagio
sanguineo, ressaltando que a IgG induzida pela vacina para essa proteina cristalizada
PfRH5ANL ¢ capaz de retardar ou interromper efetivamente a parasitemia em estagio
sanguineo in vivo (Figura 16 h) (ALANINE et. al, 2019).



46

Figura 16: Epitopos de neutraliza¢do inseridos na proteina PFRHSANL
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Fonte: ALANINE et. al, 2019 (Adaptado do artigo)

Esses dados relatados, portanto, fornecem uma estratégia diferente de vacinagéo eficaz
para a malaria em estagio sanguineo baseada no antigeno PfRH5, que fornece imunidade anti-
merozoita funcional em concentracfes baixas de 1gG humana, sendo um importante candidato
vacinal (ALANINE et. al, 2019).

e Vacina AMA1-RON 2

Ainda dentro das vacinas para estagio sanguineo, tem-se o antigeno de membrana
apical 1 (AMA 1), que ja foi considerado um dos principais candidatos a vacina, pois 0s
anticorpos anti-AMA 1 recombinante s&o altamente eficientes em bloquear a entrada dos
merozoitos nas hemaécias, tanto em ensaios in vitro quanto em ensaios in vivo com primatas
ndo humanos imunizados. Porém, infelizmente, esse sucesso inicial ndo foi observado em
testes humanos, ja que a eficacia foi de moderada a nula (SRINIVASAN et. al, 2014).

Dois estudos de fase Il realizados por Ouattara e colaboradores, ndo relataram uma
eficacia significativa para uma vacina AMA 1 bivalente com o adjuvante hidroxido de
aluminio, contra parasitas homologos, enquanto que um estudo paralelo feito por Thera e
colaboradores, com uma vacina AMA 1 monovalente com um sistema de adjuvante diferente,
obteve-se uma eficicia de 64% (SRINIVASAN et. al, 2014).

Estudos apontam que a AMA 1 interage com uma regido conservada composta por 49
aminoéacidos, chamada de RON 2, que € uma proteina residente das roptrias do parasita, sendo
muito Gtil durante a invasdo dos merozitos. A analise da estrutura cristalina do complexo
revelou que o peptideo RON 2 (RON 2L) se liga a um sulco hidrofébico conservado em

AMA 1, resultando em extensas mudancas conformacionais em certas regides. Anticorpos
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que se ligam perto ou dentro desse sulco hidrofobico bloqueiam a invasdo parasita, inibindo
assim, a ligacdo da RON 2 (SRINIVASAN et. al, 2014).

Um estudo feito para avaliar a eficacia da vacina AMA 1-RON 2L expressa em
Escherichia coli e com 50 pl do adjuvante de Freund (composto por bactérias inativadas do
género Mycobacterium), usando um modelo de camundongos BALB/c, mostrou que todos 0s
animais imunizados com o complexo AMA 1-RON 2L foram protegidos contra o desafio com
hemacias infectadas por Plasmodium yoelli altamente virulento, enquanto que 0s animais
vacinados apenas com um dos antigenos (AMA 1 ou RON 2) ndo resistiram a infeccédo
(Figura 17 a/b) (SRINIVASAN et. al, 2014).

As quantidades de anticorpos anti-AMA 1 foram semelhantes tanto no grupo
imunizado apenas com AMA 1, como no grupo vacinado com o complexo (Figura 17 c). Para
determinar se a protecdo do imunizante estava relacionada apenas a um efeito aditivo da
imunizagdo com dois antigenos ou se é necessario um complexo, foram imunizados 0s
camundongos BALB/c com o complexo AMA 1-RON 2L e com os dois antigenos (AMA 1 +
RON 2L), injetados em locais separados (SRINIVASAN et. al, 2014).

Os camundongos BALB/c imunizados com o complexo AMA 1-RON 2L foram
protegidos, enquanto que aqueles imunizados com os dois antigenos separadamente néo
estavam protegidos contra o P. yoelli (Figura 17 g). Os dados obtidos indicam que a protecédo
contra espécies letais como o P. yoelli, requer uma vacinagdo com um complexo AMA 1-
RON 2L pré-formado (SRINIVASAN et. al, 2014).

Figura 17: A imunizac¢do com o complexo AMA 1-RON 2L protege camundongos contra o desafio letal
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Fonte: SRINIVASAN et. al, 2014 (Adaptado do artigo)

Foi avaliado também, a protecdo induzida por anticorpos ou células T por meio de
estudos de transferéncia passiva, onde anticorpos do isotipo IgG total (cerca de 400 pg) e
células T (2 x 108) de animais imunizados com o complexo AMA 1-RON 2L foram injetados
em camundongos BALB/c virgens nos dias -1, 0 e +1 (um dia antes do desafio, no dia do
desafio e um dia apds o desafio), e feito o desafio com P. yoelli no dia 0. Os dados obtidos
sugerem que a protecdo dependente do complexo foi amplamente mediada por anticorpos,
sendo a IgG total a responsavel por induzir uma protecdo parcial, enquanto que as células T
ndo conseguiram (SRINIVASAN et. al, 2014).

O ensaio de atividade de inibi¢do de crescimento in vitro foi feito para medir a eficacia
de anticorpos anti-PfAMA 1 e anti-PFAMA 1-RON 2L no bloqueio da invasdo dos merozitos
nas hemdcias. Os ratos Sprague-Dawley imunizados com o complexo AMA 1-RON 2L da
cepa 3D7 de P. falciparum, apresentaram uma quantidade significativa de 1gG que inibiu a
invasdo de merozoitos quando infectados pelo cepa homologa 3D7 de P. falciparum (Figura
18 a). Curiosamente, foi relatado também, que na auséncia do antigegno AMA 1 ndo se
observa a producdo de anticorpos IgG no ensaio de inibicdo de crescimento em in vitro,
ressaltando que os anticorpos produzidos sdo direcionados em maior quantidade para a AMA
1 (SRINIVASAN et. al, 2014).
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Figura 18: Complexo AMA 1-RON 2L gera anticorpos inibidores
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Fonte: SRINIVASAN et. al, 2014 (Adaptado do artigo)

Estudos recentes sugerem que a imunizacdo com apenas quatro ou cinco alelos do
antigeno AMA 1 ¢é suficiente para cobrir seus polimorfismos e bloquear a invasdo de
maltiplas cepas em ensaios in vitro, sendo um passo inovador para a geracdo de uma vacina
em estagio sanguineo (SRINIVASAN et. al, 2014).

e Vacina VAR2CSA

A maléria placentaria causada pelo Plasmodium falciparum é uma das principais
causas de mortalidade materna, fetal e infantil, mas em contrapartida, os mecanismos de
patogénese e imunidade protetora sdo bem compreendidos, fornecendo um caminho para o
desenvolvimento de uma vacina. Mulheres gravidas sdo suscetiveis a malaria placentaria e aos
graves desfechos clinicos associados, ja que a mesma € caracterizada pelo acimulo de
parasitas nos eritrocitos e mondcitos presentes nos espacos intervilosos placentarios, levando
a um quadro de anemia materna, hipertensdo, natimortos e bebés com baixo peso ao nascer
devido ao parto prematuro e retardo no crescimento fetal (FRIED et. al, 2015; GAMAIN et.
al, 2021).

A prevaléncia de malaria placentaria diminui acentuadamente com sucessivas
gestacOes, pois a protecdo estd associada ao desenvolvimento de anticorpos direcionados a

superficie dos eritrocitos infectados, que expressam a proteina VAR2CSA que se liga ao
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sulfato de condroitina A (CSA), que é um receptor placentario presente na superficie do
sinciciotrofoblasto e nos espagos intervilosos. Em mulheres grévidas ndo infectadas, as
hemacias se ligam a receptores como CD36 e ICAM-1, ndo se ligando a CSA (FRIED et. al,
2015; GAMAIN et. al, 2021).

A proteina VAR2CSA é pertencente a familia de antigenos de superficie de eritrécitos
(EMP1), sendo exclusiva de Plasmodium falciparum. A VAR2CSA possui as regioes
extracelulares, transmembranares e intracitoplasmaticas, onde a regido extracelular ¢
estruturada de forma Unica, apresentando uma sequéncia N-terminal, seis dominios de ligacédo
Duffy (DBL) que s&o ricos em cisteina, regides de interdominios (ID), que desempenham um
papel fundamental na adesdo e imunogenicidade, e a cauda intracitoplasmaética (sequéncia
terminal &cida — ATS) (Figura 19) (FRIED et. al, 2015).

O fato da proteina VAR2CSA ter um alto peso molecular, multiplos dominios
extracelulares e extensa variagdo de sequéncia, faz com que se tenha um desafio no

desenvolvimento de uma vacina, que proporcione uma imunidade adquirida neutralizante.

Figura 19: Arquitetura da proteina VAR2CSA
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Fonte: FRIED et. al, 2015 (Adaptado do artigo)
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Estudos realizados por Tuikue Ndam et. al, relataram a presenca de anticorpos para 0s
dominios DBL5 e DBL6 em gestantes durante o segundo trimestre ou no parto. Ja em outro
estudo, observou-se que a presenca de anticorpos para os dominios DBL1-ID1-DBL2 e DBL3
foram maiores entre mulheres multigravidas (gestacdes recorrentes) do que em primigestas,
durante a gravidez e no momento do parto, enquanto que os anticorpos medidos para as
regides DBL4 DBL5 foram encontrados apenas em mulheres multigravidas tanto durante a
gestacdo como no parto (FRIED et. al, 2015).

A VAR2CSA é uma proteina com grande peso molecular dificil de ser produzida
comercialmente, além de se ter a dificuldade de identificar os fragmentos menores que
induzam a producdo de anticorpos funcionais semelhantes aos induzidos por uma infeccéo
natural. Os fragmentos imunodominantes ja reconhecidos foram o NTS-DBL1-1D1-DBL2,
DBL3-DBL4 e DBL5-DBL6 do alelo FCR3, pois induziram altos niveis de anticorpos. Para o

mapeamento de epitopos, foi feito o desenvolvimento de anticorpos monoclonais a partir de
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células B de mulheres multigravidas imunes, tendo a producdo de 8 anticorpos monoclonais
(FRIED et. al, 2015).

Os 8 anticorpos monoclonais produzidos reagiram com a superficie de isolados de
CSA selecionados, onde destes, 3 anticorpos monoclonais reagiram com o dominio DBL3
recombinante e 4 anticorpos reagiram com o dominio DBL5 de VAR2CSA. J4 o oitavo
anticorpo monoclonal denominado PAM1.4 néo reagiu com os dominios DBL recombinantes
e reagiu mal com a proteina VAR2CSA de comprimento total porém, ele reconheceu a
superficie de parasitas placentarios e inibiu a adesdo dos mesmos a CSA (FRIED et. al, 2015).

As vacinas PRIMVAC e PAMVAC sdo baseadas na proteina VAR2CSA e foram
projetadas para gerar anticorpos capazes de inibir a adesdo de eritrocitos infectados as celulas
placentarias. Recentemente, ambas as vacinas foram avaliadas em dois ensaios clinicos de
fase | de maneira separada. A vacina PAMVAC se baseia nas regifes de interdominio 1 e 2
(ID1 e ID2a) e no dominio de ligagdo tipo Duffy 2 (DBL2) da proteina VAR2CSA, formando
o complexo ID1-DBL2x-ID2a proveniente da variante FCR3, sendo expressa nas células de
Drosophila Schneider 2, enquanto que a PRIMVAC é baseada no multidominio DBL1x-2x da
proteina VAR2CSA da cepa de P. falciparum 3D7, sendo expressa em Escherichia coli
(GAMAIN et. al, 2021).

O ensaio clinico em questdo foi desenhado com um ensaio randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo, a fim de avaliar a seguranca e a imunogenicidade de trés vacinacoes
intramusculares com doses progressivamente altas. A PRIMVAC foi formulada com o
adjuvante Alhydrogel (GLA-SE), enquanto que a PAMVAC foi com o adjuvante Alhydrogel
(GLA-SE) combinado com a formulagdo lipossdmica QS21 (GLA-LSQ). As voluntarias
receberam trés doses sequenciais de 20 pg, 50 pug e 100 pg das vacinas nos dias 0, 28 e 56
(GAMAIN et. al, 2021).

Ambas as vacinas foram imunogénicas em todas as participantes e os niveis de
anticorpos foram maiores para a vacina PRIMVAC, em todas as dosagens. Todas as
voluntarias vacinadas com a PRIMVAC apresentaram titulos de anticorpos apds duas doses e
uma alta proporcdo deles apds um ano da terceira vacinagdo, sendo indicativo de uma
imunidade duradora. Os anticorpos detectados para essa vacina sdao do isotipo IgG,
apresentando principalmente as subclasses 1gGl e 1gG3, apontando que a PRIMVAC
consegue imitar a resposta imune natural adquirida em mulheres multigravidas (GAMAIN et.
al, 2021).

Um estudo executado com vacina PAMVAC visando o antigeno recombinante ID1-

ID2a da proteina VAR2CSA pertencente a variante FCR3 de P. falciparum, analisou a
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presenca de anticorpos através de amostras de plasma de mulheres gravidas, com o intuito de
verificar as subclasses do anticorpo IgG. Para o trabalho, foram recrutadas 470 mulheres
gravidas, onde os subgrupos incluiam mulheres que tiveram infeccdo placentaria no parto,
mulheres anémicas (cujos bebés tiveram baixo peso ao nascer ou nasceram prematuros) e
gestantes sem desfecho patologico no parto (TORNYIGAH et. al, 2021).

Para medir a resposta dos anticorpos com especificidade para a proteina recombinante,
foi utilizado o protocolo de ELISA indireto, onde a placa com 96 pocos era impregnada com o
antigeno ID1-1D2a (0,5 pg/mL) e albumina de soro bovino, sendo incubados com 100 pL de
plasma das voluntarias do estudo. As reacdes foram reveladas com anticorpos de cabra do
isotipo 1gG anti-lgG humana conjugado com a enzima peroxidase de rabano seguido do
substrato TMB. A leitura das reacdes foi feita em espectrofotémetro a 450 nm (TORNYIGAH
et al, 2021).

O ELISA para as subclasses de IgG seguiu 0 mesmo protocolo de execucdo, exceto
que o anticorpo secundario pertencia ao camundongo do isotipo IgG anti-lgG humana
conjugado com HRP. A distribuicdo das respostas das subclasses de 1gG foram medidas,
mostrando que a IgG1 (variando de 49,6% a 53,8%) e 1gG3 (variando de 27,4% a 27,6%)
citofilicas foram maiores em comparacdo com a IgG2 (variando de 8,3% a 12,1%) e IgG4
(variando de 3,4% a 8,9%) (Figura 20 a/b).
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Figura 20: Perfil das subclasses de IgG para a proteina recombinante ID1-1D2a
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Ao comparar 0s niveis de IgG totais entre as gestantes, constatou-se que 0s niveis mais
altos foram detectados nas mulheres multigestas em comparagdo com as primigestas. Em
conclusdo, o estudo ressalta que as vacinas contra malaria placentaria devem se direcionar aos
anticorpos 1gG3 e IgG4 para se obter uma protecdo ideal (TORNYIGAH et. al, 2021).

Novas estratégias devem ser buscadas para aumentar a imunogenicidade das
candidatas vacinais contra malaria placentaria e maximizar a reatividade cruzada por
anticorpos contra diferentes variantes da proteina VAR2CSA (GAMAIN et. al, 2021).

Vacinas bloqueadoras de transmissao vetorial
e Vacina Pfs230

As vacinas bloqueadoras de transmisséo vetorial tm como alvo infec¢bes humanas e
de mosquitos. Os esfor¢os para desenvolver uma vacina que interrompa a infeccdo do
mosquito estdo em andamento desde 1976, quando foi relatado imunidade em galinhas contra

Plasmodium gallinaceum induzido por uma vacina bloqueadora (SINGH et. al, 2020).
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Os ensaios clinicos atualmente tem se limitado a proteinas de estagio sexual
expressadas pelo parasita P. falciparum, se destacando a Pfs48/45, Pfs25 e a Pfs230. Até o
momento, a proteina Pfs230 vem ganhando destaque, ja que a mesma apresenta um dominio
rico em cisteina, sendo uma proteina de estagio sexual de 230 kDa. O dominio recombinante
de Pfs230 (Pfs230D1M) foi bem caracterizado e mostrou ser capaz de induzir anticorpos em
pequenos animais (SINGH et. al, 2020).

A fim de avaliar essa inducgéo anticorpos, foi utilizado um fragmento (Serss2 a Gly7ze)
abrangendo o dominio 1 de Pfs230 clonado e expresso em levedura Pichia pastoris
(Pfs230D1M), sendo quimicamente conjugado com EPA, um mutante ndo tdéxico da
exoproteina A de Pseudomonas aeruginosa. Foram usados camundongos CD-1, que foram
imunizados com duas doses (dia 0 e 28) por injecdo intramuscular com Pfs230D1M e
Pfs230D1M-EPA, ambos formulados com o adjuvante Alhydrogel (HEALY et. al, 2021).

Os niveis de anticorpos induzidos por Pfs230D1M-EPA foram aproximadamente 100
vezes maiores do que aqueles induzidos pelo monémero Pfs230D1M. Experimentos usando
camundongos BALB/c e CD-1 com comparacfes diretas de Pfs25-EPA/Alhydrogel e
Pfs230D1M-EPA/Alhydrogel para medir a atividade de anticorpo funcional através de um
ensaio de alimentacdo de membrana padrdo de gametdcitos de P. falciparum da estirpe NF54
para mosquitos Anopheles stephensi, onde a reducdo na contagem média de oocistos por
mosquito versus anticorpos de controle (TRA) ndo apresentou muita diferenga entre 0s
camundongos vacinados com Pfs230D1M-EPA e Pfs25-EPA (Figura 21 a) (HEALY et. al,
2021).
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Figura 21: Estudos em camundongos comparando Pfs25-EPA/Alhydrogel com Pfs230D1M-
EPA/Alhydrogel
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Fonte: HEALY et. al, 2021 (Adaptado do artigo)

Como os estudos em camundongos ndo distinguiram um antigeno superior ao outro
para a atividade funcional do anticorpo, foi utilizado um modelo de primata ndo humano, que
no caso foi em macacos rhresus, usando as formulaces Pfs230D1M-EPA/Alhydrogel (40 pg)
e Pfs25-EPA/Alhydrogel (47 pg) administradas por injecdo intramuscular em um cronograma
de 0, 2 e 6 meses. As respostas dos anticorpos foram monitoradas através de amostras de
soros coletadas apds 2 semanas da terceira vacinagao, confirmando que os titulos mais altos
foram de anti-Pfs230D1M, reduzindo a densidade de oocistos em mais de 80% (Figura 22 b)

(HEALY et. al, 2021).
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Figura 22: Estudos em macacos rhesus comparando Pfs25-EPA/AlIhydrogel com Pfs230D1M-
EPA/Alhydrogel
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Para medir a contribuicdo do sistema complemento na atividade imunoldgica,
amostras de soro de macacos rhesus vacinados com o antigeno Pfs230D1M foram testadas
novamente através do ensaio de alimentacdo de membrana padrdo utilizando gametdcitos de
P. falciparum. Foi observada que a atividade imunoldgica sem o sistema complemento foi
significativamente menor, porém, mesmo sem complemento, 5 de 6 macacos tinham mais de
50% de reducdo na contagem média de oocistos, sugerindo que 0s anticorpos produzidos
podem bloquear o parasita, indicando que a Pfs230D1M é um 6timo alvo vacinal (Figura 23
c) (HEALY et. al, 2021).

Visto que a formulacbes de Pfs230D1M-EPA/Alhydrogel e Pfs25-EPA/Alhydrogel
foram bem toleradas em ensaios pré-clinicos, um primeiro ensaio clinico de fase 1 em
humanos nos Estados Unidos foi iniciado para avaliar a seguranca. Os adultos foram
vacinados de maneira escalonada, onde 5 individuos receberam duas imunizacGes por braco
(nos intervalos de 0 e 28.° dia) com os um dos imunizantes ou ambos coadministrados em
bracos separados (HEALY et. al, 2021).

Os imunizantes foram bem tolerados, tendo uma reatogenicidade local e sistémica
minima e nenhum evento adverso grave relatado. Os anticorpos anti-Pfs230 foram
mensuraveis mesmo em uma dose mais baixa de Pfs230D1M-EPA/Alhydrogel (5 pg), ao
contrario da vacina Pfs25-EPA, sendo sugestivo de melhor imunogenicidade intrinseca
(Figura 24 c) (HEALY et. al, 2021).
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Figura 23: Estudos em macacos rhesus com e sem o sistema complemento
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Figura 24: Niveis de anticorpos por ELISA em humanos
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Ao comparar 0s resultados observados em macacos rhesus, o Pfs230D1M induziu alta
atividade funcional em humanos, tendo uma redu¢do na contagem média de oocistos superior
a 90% em 2 de 5 individuos, e superior a 50% em 2 outros individuos. Os dados obtidos nesse
estudo mostram duas conclusdes: a primeira € que o antigeno Pfs230D1M tem a capacidade
de bloquear a transmissdo em modelo de macacos rhesus, e segundo, que os resultados desse
estudo fornecem informagdes valiosas para estudos futuros, a fim de entender a resposta
imune ao Pfs230D1M e melhorias no desenvolvimento de novas vacinas (HEALY et. al,
2021).
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e Vacina Pfs25

Os antigenos blogueadores de transmissdo da malaria sdo classificados em dois
grupos, sendo os antigenos de pré-fertilizacdo e os antigenos de pos-fertilizacdo. Os antigenos
de pré-fertilizacdo sdo expressos durante o desenvolvimento dos gametocitos nos humanos,
contribuindo para a viabilidade dos parasitas no estagio sexual (no mosquito), tendo como
exemplos os antigenos P48/45 e P230. Dentre os antigenos de pos-fertilizacdo se destacam o
P25 e P28, que sdo expressos apenas no intestino médio do mosquito vetor (MULAMBA et.
al, 2022).

A proteina Pfs25 de P. falciparum é rica em cisteina, e a sua expressao comeca a partir
do momento em que os gametas saem dos glébulos vermelhos ingeridos no intestino médio
do mosquito, sendo expressos nos estdgios de zigoto e oocineto. A vacina Pfs25-EPA
formulada com o adjuvante Alhydrogel foi avaliada em um estudo de fase I, com um regime
de duas, trés e quatro doses, administradas em zero, dois, quatro e dez meses (MULAMBA et.
al, 2022).

A vacina demonstrou um perfil um alto perfil de seguranca nos trinta voluntarios
norte-americanos, onde na dose mais alta, as respostas especificas de IgG foram observadas
apos a segunda e terceira vacinacao, atingindo o pico duas semanas depois da quarta dose de
reforco. Um estudo realizado ainda nos Estados Unidos, avaliou a seguranca e
imunogenicidade do candidato vacinal com particula semelhante a virus o Pfs25-VLP-
FhCMB (MULAMBA et. al, 2022).

A vacina Pfs25 VLP-FhCMB consiste na proteina Pfs25 geneticamente fundida a
proteina de revestimento do virus mosaico da alfafa, juntamente com o adjuvante Alhydrogel.
A seguranca e imunogenicidade foi avaliada através de administrac6es escalonadas nos dias 0,
56 e 168, em 44 voluntarios saudaveis. A vacina foi bem tolerada em todas as doses e foram
observadas respostas do tipo 1gG especificas um més apds a segunda e terceira vacinagdo
(MULAMBA et. al, 2022).

Uma nova candidata vacinal foi desenvolvida recebendo o nome de Pfs25-1IMX313, se
tratando de uma vacina de nanoparticulas, na qual a proteina Pfs25 da cepa 3D7 de P.
falciparum é geneticamente fundida ao dominio de oligomeriza¢do IMX313, formando uma
proteina nanoparticulada recombinante que é expressa e secretada pela levedura Pichia
pastoris. O IMX313 € um hibrido do dominio de oligomerizacao da proteina de ligacdo C4 de
galinha, com 21% de homologia com a sequéncia da proteina humana (MULAMBA et. al,
2022).
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Junto a essa proteina nanoparticulada recombinante foi adicionado o adjuvante Matrix-
M, que é a base de saponina e demonstrou ativar e recrutar eficientemente celulas imunes,
dentre elas as células T, B, NK, dendriticas e granuldcitos em camundongos BALB/c. Para se
qualificar a viabilidade, seguranca e tolerabilidade em humanos, foi aberto um teste de
vacinacdo de fase | na Tanzé&nia com 52 voluntarios, a fim de avaliar esses parametros
(MUAMBA et. al, 2022).

Outra abordagem de imunizante utilizando a proteina Pfs25 € ela fundida a IMX313,
sendo expressa em adenovirus de chimpanzé recombinante com deficiéncia de replicacdo do
sorotipo 63 (ChAd63) e com o vetor viral de ortopoxvirus atenuado (MVA), em modelo
murino se mostrou altamente capaz de reduzir a transmissdo. Ap0Os esse ensaio ter sido
promissor, um ensaio de fase I no Reino Unido com adultos saudaveis foi feito, a fim de se
relatar a seguranca e imunogenicidade da vacina, através de um esquema prime-boost
heterol6go, sendo a primeira dose com o adenovirus (Pfs25-IMX313/ChAd63), seguida da
dose de reforgo com vetor viral (Pfs25-IMX313/MVA) (DE GRAAF et. al, 2021).

A vacina mostrou ter um perfil de seguranca favoravel, ja que ndo houve relatos de
eventos adversos graves. A vacinacdo com ChAd63/MVA Pfs25-IMX313 induziu respostas
de celulas T antigeno-especificas em todos os voluntérios. Anticorpos do isotipo IgG anti-
Pfs25 no soro dos voluntérios foram avaliados ao longo do tempo, se apresentando em altos
niveis (Figura 25 a). As respostas imunoldgicas nos grupos 2B e 2C foram significativamente
maiores do que no grupo 2A, no dia 140 apds a dose de reforco (Figura 26 €) ( DE GRAAF
et. al, 2021).

Figura 25: Resposta de anticorpos séricos conta a Pfs25
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Figura 26: Resposta de anticorpos séricos contra Pfs25 no dia 140
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O estudo ressalta que o regime de imunizagdo prime-boost heter6logo ChAd63/MVA
induziu respostas de células B e T, e um nivel modesto de titulos de 1gG séricos anti-Pfs25.
Além disso, o imunizante demonstrou induzir uma resposta de células TCD4+ e TCD8+
especificas para o antigeno. Embora ela apresente dados promissores, a sua eficacia ainda é
baixa, porém a Pfs25 pode ser combinada com outras vacinas bloqueadoras de transmissao,
ou pré-eritrocitarias e/ou eritrocitarias, permitindo a confeccdo de uma protecdo contra a
malaria (DE GRAAF et. al, 2021).

46 DEMAIS VACINAS EM ESTUDO

Estégio pré-eritrocitario
e Vacina de CSP completa

A proteina circunsporozoita (CSP) de P. falciparum é uma importante proteina de
superficie expressa pelos esporozoitas, e € um alvo chave no desenvolvimento de vacinas para
a maldria na fase pré-eritrocitaria. Recentemente, um ensaio clinico de fase | foi executado e o
mesmo se utilizou da estratégia baseada em CSP recombinante de comprimento total (rCSP),
ja que este antigeno inclui uma regido critica que auxilia na invasdo dos hepatdcitos
(FRIEDMAN-KLABANOFF et. al, 2021).
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O imunizante foi formulado com o adjuvante GLA-LQS que é extraido da arvore
Quillaja saponaria 21, funcionando como um agonista de TLR4, promovendo a resposta por
ceélulas T citotoxicas. O ensaio clinico foi de escalonamento de dose em humanos, onde se
aplicou uma dose mais baixa da vacina com o adjuvante, atingindo uma média geométrica de
IgG anti-CSP de 4 vezes mais apds a primeira dose da vacina, enquanto que apos a terceira
dose (depois de 28 dias), esse aumento foi de aproximadamente 90 vezes (FRIEDMAN-
KLABANOFF et. al, 2021).

O estudo apresentou resultados favoraveis de seguranca e imunogenicidade,
confirmando que o adjuvante utilizado na formulacdo é capaz de gerar uma resposta
imunoestimuladora, porém ha muitos pontos que ainda devem ser melhor estudados para que
a vacina evolua para uma proxima fase de estudo e se torne um produto clinico (FRIEDMAN-
KLABANOFF et. al, 2021).

e Vacina PfSPZ

Atualmente, tem em desenvolvimento a vacina Sanaria (nome comercial), composta
por esporozoitos de Plasmodium falciparum inteiros coletados das glandulas salivares de
mosquitos assépticos, que sdo infectados por parasitas cultivados em laboratério, sendo
atenuados por radiacdo, purificados e criopreservados. A vacina ja foi avaliada em 21 estudos
concluidos ou em andamento nos Estados Unidos, Uni&o Europeia e Africa, e demonstrou ser
segura e bem tolerada nos voluntarios (JONGO et. al, 2022).

Testes feitos em humanos mostram que a eficacia dessa vacina é dependente da dose.
Estudos feitos em camundongos vacinados com a PfsSPZ foi observado uma resposta de
subconjunto de células T yd, que sdo necessarias para a inducdo de células TCD8+ protetoras,
gue medeiam a morte de parasitas intra-hepaticos, porém, em contrapartida, essas células ndo
foram capazes de garantir a protecéo contra o desafio de esporozoitas (DUFFY et. al, 2020).

Para que a vacina confira uma imunidade estéril, é necessario que ela seja
administrada via intravenosa, sendo um dos desafios para sua implementacdo clinica. Além
deste, tem os desafios logisticos e de custo que incluem a cadeia fria de nitrogénio liquido

para a criopreservacao e a sua ampla fabricacdo (DUFFY et. al, 2020).
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e Vacina de quimioprofilaxia (CVac)

Esta terapia imunoldgica se baseia no esporozoito inteiro quimioatenuado, pois tem-se
a administracdo concomitante de antimalarico, tratando-se de uma vacina de quimioprofilaxia.
Um estudo feito com individuos virgens para a malaria usando a vacina de quimioprofilaxia
(PfSPZ-CVac) juntamente com o antimalarico cloroquina, conferiu altos niveis de imunidade
estéril que durou 2 anos contra o desafio com esporozoitos infectantes (DUFFY et. al, 2020;
SULYOK et. al, 2021).

Alguns ensaios clinicos com a PfSPZ-CVac foram concluidos ou estdo em andamento,
porém os resultados ainda estdo sendo publicados. As abordagens utilizando a PfSPZ-CVac
sdo valiosos modelos de pesquisa para estudar a imunidade estéril humana. Um destes estudos
acredita que a PfSPZ-CVac serd uma excelente vacina para viajantes para o continente
africano, pois geralmente mais de 90% dos viajantes viajam por menos de 12 semanas
(SULYOK et. al, 2021).

O préximo passo nos estudos é desenvolver uma estratégia vacinal que seja mais
duradora e que seja eficiente também para criangas de 2 a 12 anos, ja que se trata de um grupo
que sofre maior risco de morbidade e mortalidade por malaria, e é o responsavel pela maior
parte da transmissdo (SULYOK et. al, 2021).

e Vacina com parasita geneticamente atenuado (GAP)

Este tipo de vacina se baseia em uma atenuacdo genética, onde se tem a delecdo de
genes importantes que atuam em diferentes fases do estagio hepético, tendo-se apenas 0s
genes necessarios para induzir a resposta imune. Estudos feitos com roedores demonstraram
uma imunidade protetora, ao passo que em humanos, a imunidade protetora € um desafio
(BIUKER et. al, 2015).

Para que o gene seja considerado um candidato a atenuacdo genética, 0 mesmo deve
atender alguns critérios: a proteina a ser codificada ndo pode ser essencial para a replicacdo do
estagio sanguineo; a mesma nao pode ter funcdo essencial no desenvolvimento sexual do
parasita no mosquito e deve ser essencial para o desenvolvimento do estagio hepatico
(BIUKER et. al, 2015).

As vacinas mais avancadas com este tipo de metodologia consistem em mutantes de P.

falciparum, onde os genes p527, p367, sapl, A b9 e A slarp” s@o deletados, pois nédo
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ofereceram evidéncias de maturacdo completa no figado de camundongos, sendo um 6timo

ponto que deve ser avaliado agora em humanos (BIJKER et. al, 2015).

Estagio eritrocitario
e Vacina PfSEA-1

O Schizont Egress Antigen-1, traduzido para o portugués “antigeno-1 de saida de
esquizonte” de P. falciparum (PfSEA-1) é uma fosfoproteina acida de 244 kDa expressa por
glébulos vermelhos infectados por esquizontes, sendo essencial para a sua replicacdo no
estagio sanguineo, tornando-se assim, um antigeno candidato a vacina (PARK et. al, 2019).

Estudos realizados in vitro, mostram que os anticorpos anti-PfSEA-1 detém a saida
dos merozitos das hemécias para a corrente sanguinea. Por sua vez, um estudo realizado em
humanos mostrou que os anticorpos recombinantes para PfSEA-1 foram capazes de diminuir
a incidéncia de maléria grave em criangas na Tanzénia, e reduziu significativamente a
densidade de parasitas em adolescentes e adultos quenianos (PARK et. al, 2019).

Além disso, foi relatado também que altos niveis de anticorpos anti-PfSEA-1
derivados da mée estdo no corddo umbilical do bebé, sendo altamente correlacionados com a
reducdo de maléria grave em bebés de até 12 meses de idade. A partir dessa observacao,
muitos estudos vém sendo feitos com essa vacina durante a gestagéo, a fim de se observar se
ha protecdo para os bebés (PARK et. al, 2019).

e Vacina PfGARP

O P. falciparum apresenta uma proteina Unica da sua espécie que é rica em acido
glutdmico, sendo conhecida como PfGARP, que por sua vez esta presente nos trofozoitos
precoces e tardios, secretando essa proteina que é expressa na superficie de eritrdcitos
infectados. Alguns estudos demostram que a PFGARP desempenha um papel funcional no
aumento das propriedades adesivas do plasmadio nos eritrocitos (ATAPOUR et. al, 2022).

Em um estudo recente de cultura de células, foi identificado que essa proteina induziu
anticorpos protetores, onde 0s mesmos conseguiram romper a integridade da membrana
mitocondrial eritrocitaria e induziram a morte celular programada dessas hemacias infectadas.
No entanto, para se confirmar a imunogenicidade desta vacina, sd0 necessarios experimentos
in vivo (ATAPOUR et. al, 2022).
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e Vacina de parasita quimicamente atenuado

Na busca por novos antigenos para vacinas, um grupo de cientistas da Griffith
University, na Australia, estdo explorando uma nova vacina que utiliza o parasita inteiro
atenuado por uma droga gue se liga ao seu DNA, que no caso ¢é a Tafuramicina-A. Ensaios
realizados em camundongos, foi possivel se ter a indugdo de uma imunidade homologa e
heter6loga, onde a resposta foi dependente de células TCD4+ (DUFFY et. al, 2020).

Ja na espécie de macacos Aotus nancymaae, a vacina quimioatenuada néo foi capaz de
atrasar a parasitemia apés o desafio, porém, induziu respostas de células TCD8+. Em
humanos, ela é bem tolerada e gera uma resposta de células T, mas ndo produz anticorpos.
Novos estudos com esta vacina vém sendo feitos, a fim de se avaliar a seguranca, eficacia e

imunogenicidade com uma estratégia vacinal viavel (DUFFY et. al, 2020).

e Vacina PvDBP (Plasmodium vivax)

O Plasmodium vivax causa cerca de 14,3 milhdes de casos de maléria a cada ano na
Asia e América Latina, sendo considerado uma ameagca a satde publica por causar morbidade
e mortalidade. O desenvolvimento de uma vacina contra o P. vivax apresenta muitos desafios,
mas atualmente, os ensaios clinicos estdo focando na proteina PvDBP, que é a proteina de
ligagéo Duffy (DUFFY et. al, 2020).

Esta proteina se liga ao receptor de antigeno Duffy para quimiocinas presentes nos
eritrocitos, ocasionando na invasdao de merozoitos. Duas candidatas vacinais de DBP ja
completaram os ensaios clinicos de Fase I, onde uma estratégia utiliza vetor viral e a outra
proteina recombinante. Ambas as candidatas conseguiram induzir anticorpos funcionais e foi
possivel também, identificar os epitopos imunodominantes, fornecendo uma base para

melhorar o design dessa vacina (DUFFY et. al, 2020).

Vacinas bloqueadoras de transmissao vetorial
e Vacina Pfs48/45

O Pfs48/45 é um antigeno de superficie de gameta, que é expresso durante os estagios
posteriores do desenvolvimento dos gametdcitos nos eritrocitos humanos. Uma vez que esses
gametdcitos sdo ingeridos pelos mosquitos, eles saem dos eritrocitos como gametas, para que

ocorra a fase sexuada no hospedeiro invertebrado (DUFFY et. al, 2020).
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Esta proteina € composta por trés dominios 6-cys (cisteina), dos quais a regido de
dominio C-terminal contém um epitopo conformacional imunodominante, sendo uma regiéo
importante para a inducdo de anticorpos. Estudos recentes utilizaram o dominio C-terminal 6-
Cys da proteina Pfs48/45 juntamente com a regido RO de uma outra proteina rica em
glutamato, formando o antigeno recombinante R0.6C, que é expresso na bactéria Lactococcus
lactis DUFFY et. al, 2020).

Em modelo in vitro, o antigeno resultante reagiu com anticorpos monoclonais
funcionais, induzindo a producdo de anticorpos de bloqueio de transmissdo. Pesquisadores
acreditam que nos proximos anos esta vacina saia dos ensaios pre-clinicos e va para 0s
ensaios em humanos (DUFFY et. al, 2020).

e Vacina Pvs230 (Plasmodium vivax)

Estudos exploram a candidatura da vacina Pvs230 contra o Plasmodium vivax, cujo
antigeno é ortologo a proteina Pfs230 de Plasmodium falciparum, que é expressa pelos
gametocitos/gametas na pré-fertilizacdo, apresentando um baixo nivel de polimorfismo,
tornando-se uma vacina promissora na Asia e América Latina (TENTOKAM et. al, 2019).

Um estudo feito no Brasil e Camboja avaliou a soroprevaléncia para o primeiro
dominio do antigeno Pvs230 (Pvs230D1M), demonstrando que ha uma soroprevaléncia de
anticorpos do isotipo 1gG nos individuos com maléaria (TENTOKAM et. al, 2019).

Os resultados obtidos pelo estudo fornecem uma primeira caracterizacdo das respostas
de anticorpos para o antigeno Pvs230 entre individuos infectados por P.vivax em regides com
diferentes intensidades de transmissdo, ajudando em melhorias futuras para imunizante
(TENTOKAM et. al, 2019).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho se propds, como objetivo geral, conhecer as principais vacinas em
desenvolvimento para maléria atualmente. A vacina RTS,S/AS01 (Mosquirix - nome
comercial) é o imunizante mais avancado nos estudos clinicos com melhor perfil imunologico
observado, sendo o primeiro imunizante a ser liberado para uso emergencial pela OMS
(Organizagdo Mundial de Saude). Além deste, outros ensaios clinicos vém sendo realizados
com outras potenciais candidatas vacinais, a fim de se ampliar as opc¢des de imunizantes
contra malaria, ja que se trata de uma doenca negligente e com altas taxas de mortalidade em
regides endémicas.

Com os resultados alcancados com este trabalho, foi possivel notar que mesmo com
toda a tecnologia existente nos dias atuais, ainda ha muitos obstaculos no desenvolvimento de
vacinas, principalmente no ambito da resposta imunoldgica no hospedeiro. Atualmente, tem-
se 18 imunizantes sendo testados em ensaios clinicos, porém destes 18, 7 imunizantes estdo
em fases avancadas de estudos, sendo que a RTS,S/AS01 € a Unica vacina liberada para uso
na Africa Subsaariana, ja que ela foi capaz de induzir uma resposta imunoldgica eficaz de
curta protecdo, reduzindo o risco de malaria clinica. O fato da RTS,S/AS01 apresentar um
declinio de anticorpos, fez com que outros imunizantes fossem desenvolvidos, a fim de se
aumentar essa resposta imunoldgica, como é o caso da R21/Matrix-M, gue nos estudos vem
apresentando uma producdo de altos titulos de anticorpos.

Outra vacina que vem ganhando espa¢co nos ensaios clinicos é a PfRH5, onde os
anticorpos apresentam alta afinidade a proteina, tendo uma reducdo significativa da carga
parasitaria em estadgio sanguineo. Ja a vacina AMAL1-RON 2, apresenta um nivel de alta
protecdo em camundongos BALB/c imunizados, sendo um passo inovador para a geracao de
uma vacina em estagio sanguineo. Para a malaria placentaria, ou seja, para as gestantes, tem-
se as vacinas PRIMVAC e PAMVAC, que sdo baseadas na proteina VAR2CSA. Ambas as
vacinas sdo imunogénicas, tendo altos niveis de anticorpos.

As vacinas bloqueadoras de transmissdo vetorial como a Pfs230 e a Pfs25, vém
ganhando cada vez mais espago nos ensaios clinicos, pois conseguem reduzir em até 80% a
densidade de oocistos, tendo a producgdo de anticorpos que bloqueiam o parasito. Como
mencionado acima, o principal objetivo do trabalho era abordar todas as vacinas em
desenvolvimento e seus aspectos imunologicos, mostrando que ainda ha muito o que estudar e
descobrir nesse ambito, uma vez que € imprescindivel se ter vacinas contra a maléria

distribuidas em larga escala.



67

Através deste trabalho foi possivel compreender os aspectos importantes sobre a
doenca como ciclo biolégico do parasito, epidemiologia, fisiopatologia, manifestacGes
clinicas e desenvolvimento de vacinas, e a partir disso, compreender seu o papel, composicéo,
e sua resposta imune no organismo, sempre visando a importancia da vacina e seu potencial

em salvar vidas.
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