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RESUMO

Pensar em malaria envolve compreender a realidade de centenas de milhdes de
adoecidos e centenas de milhares de mortos anualmente. O incentivo no desenvolvimento e
producéo de tecnologia capaz de gerar resposta imune eficaz, possibilitando a diminuicdo dos
nameros de infectados e mortos, pode servir como instrumento de melhoria na qualidade de
vida e de salde, principalmente em territorios com menos recursos, como 0 continente
africano. A geracdo de tecnologia de imunobiol6gicos com eficacia, seguranca e
imunogenicidade tem como parte indissociavel a experimentacdo prévia em animais. Para
isso, se faz indispensavel a utilizacdo de modelos primatas, escolhidos de maneira criteriosa
de acordo com suas caracteristicas, em ensaios de experimentacao, de forma a manter a ética e
a seguranca no desenvolvimento cientifico e tecnoldgico com potencial beneficio para
humanos. A utilizacdo de Primatas Ndo Humanos em pesquisa biomédica é peca chave no
processo de experimentacdo, posto que sdo 0s animais de maior proximidade filogenética com
a espécie humana.

Palavras-Chave: Primatas Ndo Humanos; Malaria; Plasmodium falciparum; Vacinas.



ABSTRACT

Thinking about malaria involves understanding the reality of several hundred million
people sickened and hundred thousand of deaths annually. The incentive in the development
and production of technology capable of generating effective immune response, allowing the
reduction of the numbers of infected and dead, can serve as a tool for improving the quality of
life and health, especially in territories with lower resources, such as the African continent. The
generation of immunobiological technology with efficacy, safety and immunogenicity has as an
indissociable part the experiments conducted on animals. For this, it is essential to use primate
models, carefully chosen according to their characteristics, in experimental trials, in order to
maintain ethics and safety in scientific and technological development with potential benefit to
humans. The use of non-human primates in biomedical research is a key element in the
experimentation process, since they are the animals with the greatest phylogenetic proximity to
the human species.

Key-Words: Non Human Primates; Malaria; Plasmodium falciparum; Vaccines.
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1 INTRODUCAO

A malédria é uma das mais importantes causas de mortes humanas. Sua forte
incidéncia, principalmente em paises localizados nos tropicos, a torna relevante no contexto
epidemioldgico mundial (THEEL; PRITT, 2021).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2021, 400.000 pessoas,
aproximadamente, evoluiram para a morte através de complicacdes dessa infeccdo, em
especial no Continente Africano. Dessas, mais de 260.000 eram criancas. Nesse sentido,
percebe-se a vulnerabilidade desse publico por dois fatores: a precariedade no acesso a saude
(nas regibes subsaarianas africanas) e a imaturidade do sistema imunoldgico. Em 2013, a
maléria foi causadora de cerca de 413.000 mortes ao redor do mundo. Em 2018, 405.000
pessoas evoluiram a morte. Esses dados indicam a tendéncia de estabilidade no nimero de
Obitos pela doenca nos ultimos anos. Tomar et al (2015) também trazem dados alarmantes,
em que mais de 1,2 bilhdo de pessoas se encontram em areas de proliferacdo de mosquitos do
género Anopheles.

A partir da analise das infeccbes que, em carater alarmante, se fazem presente em
areas subdesenvolvidas e periféricas, é possivel afirmar que as doencas parasitarias destacam-

se com relacéo as diversas outras como importantes causas de adoecimento populacional.

As doencas transmissiveis guardam estreita relagdo com as condi¢Bes sociais e
econbmicas de individuos e populagbes representando, portanto, um indicador
sensivel de seus niveis de salde e de vida. Deste modo, a realizacdo de estudos (...)
das doencas infecciosas e parasitarias (...) podem aportar importantes subsidios para
a orientacdo de intervencdes (...) (TEIXEIRA, et al, p.492, 2002).

Doencas parasitarias, como a malaria, se instalam em ambientes de pobreza e
mediocre acesso a insumos de salde e bens de consumo. Elas séo, portanto, patologias ligadas
as condigdes de vida da populacdo. Por essa razao, regides de precario, acesso a saneamento
basico, alimentacdo e salde, como a regido dos tropicos, apresentam altos indices de
infeccdes parasitarias (NEVES, 2016).

Em regides endémicas, a maléria apresenta alguns grupos de risco, 0s principais sao:
criancas abaixo dos cinco anos de idade e individuos imunosuprimidos, como transplantados
ou portadores de doencas autoimunes usuérios de medicacGes imunosupressoras. Mulheres
gravidas também despontam como parte do grupo de risco para casos graves da infeccdo. 1sso
ocorre por esses grupos apresentarem déficits imunoldgicos importantes para processos de
resposta imunolégica e inflamatéria. O que permite que infeccbes maléricas, em especial as
advindas de Plasmodium falciparum, desenvolvam quadros graves em seu hospedeiro
(OKAFOR; FINNIGAN, 2021).
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As discussbes que envolvem a gravidade clinica da malaria, assim como seus
componentes imunoldgicos, sdo extensas, primeiramente devido a ndo aquisi¢do de imunidade
plena capaz de impedir o estabelecimento da infeccdo, mesmo em individuos de area
endémica. O que é observado é a aquisicdo parcial de imunidade, em individuos expostos
repetidas vezes ao parasito, em altas quantidades de in6culo. Com a aquisi¢do deimunidade
parcial, o organismo adquire certa protecdo contra maléaria grave (CROMPTON et al, 2014).

A imunidade parcial diminui a probabilidade de quadros graves e mortes pela doenga.
Individuos que cresceram nessas regides e ndo vieram & Obito por complicacbes em casos
graves na infancia, normalmente, adquirem esse tipo de imunidade na idade adulta.
Entretanto, areas de transmissdo reduzida ndo possibilitam o desenvolvimento desse tipo de
resisténcia. Os individuos moradores de regides de baixa transmisséo parasitaria continuam
suscetiveis a quadros graves da doenca em qualquer estagio de vida (FOWKES; BOEUF;
BEESON, 2016). Outra importante questdo é a crescente notificacdo de cepas parasitarias
resistentes ao tratamento com antimalaricos. Ja se sabe que P. falciparum, por exemplo, ndo
responde mais ao tratamento com administracdo de cloroquina (ARIEY et al, 2014).

Alem disso, os vetores anofelinos também estdo desenvolvendo resisténcia aos
inseticidas piretroides utilizados nas regides de alta transmissdo. Esse tipo de inseticida € o
mais utilizado nos mosquiteiros impregnados (RANSON; LISSENDEN, 2016). Ja séo
observadas também mudancas comportamentais nos vetores, de forma que os horéarios
classicos de alimentacdo presentes na literatura, em determinados casos, ndo representam a
realidade do nicho ecoldgico dos anofelinos (KILLEEN, 2014).

Tendo esse quadro alarmante em vista, pode-se dizer que a discussdo acerca de
ferramentas que possibilitem novas estratégias de combate a infeccGes deve ser uma das
prioridades da comunidade cientifica da &area da malariologia. Os esforcos para o
desenvolvimento de candidatos vacinais sdo essenciais nesse sentido, portanto..

Dentro da ldgica de testagem de moléculas candidatas, a utilizacdo de modelos
animais em ensaios de experimentacdo in vivo é indispensavel, sendo uma estratégia de
obtencdo de dados comparativos acerca dos efeitos de uma tecnologia. Os modelos Primatas
N&o Humanos sdo os melhores para esse tipo de ensaio, ja que sdo 0S animais que mais se
assemelham ao homem morfofisiologica e geneticamente (ANDRADE, 2002; ANDRADE et
al. 2010).

A partir dessa discussé@o inicial, o presente trabalho tem por objetivo realizar um
levantamento da literatura cientifica, a partir de livros técnicos e artigos cientificos
encontrados em plataformas como pubmed e scielo, acerca da utilizagdo de modelos primatas
como biomodelos em ensaios experimentais de testagem de candidatas vacinais para malaria,

realizando entdo uma breve revisao do estado da arte dessa tematica.
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2 AMALARIA

As primeiras descricbes de quadros de malaria sdo milenares. Escritos chineses,
datados de 2700 a.C, foram encontrados contendo descricbes de uma doenga com
caracteristicas semelhantes ao observado em casos de malaria nos dias atuais. Também foram
encontrados textos em placas de barro da Mesopotdmia, de aproximadamente 2000 a.C, com
indicios semelhantes. Na Grécia Antiga, com Hipdcrates, também foram feitas descricdes de
febres maléricas em individuos moradores de areas préximas a péantanos, com baco
aumentado (COX et al, 2010).

Por cerca de 2500 anos a teoria vigente acerca da ocorréncia da doenga dizia que sua
transmissdo estava diretamente ligada aos miasmas presentes em regides pantanosas. Com
iSs0, 0 termo “mau aire” foi a primeira denominacdo dada a doenca. Essa definissao
significa, em italiano, “ar ruim”, uma referéncia direta a teoria dos miasmas (COX et al,
2010).

A consolidacao de conhecimento acerca da doenca, porém, se inicia com a descoberta
do agente etioldgico por Charles Louis Alphonse Laveran, no ano de 1880, na Franca. 17
anos depois, em 1897, Ronald Ross descreve a transmissdo da doenca por mosquitos,
inicialmente, em casos de malaria aviaria. Posteriormente, entre os anos 1898 e 1900, a
confirmacdo de mosquitos como vetores tambéem da malaria humana foi feita pelos italianos
Giovanni Battista Grassi, Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli, Angelo Celli, Camillo Golgi
e Ettore Marchiafava (COX et al, 2010).

2.1 Ciclo biolégico

O ciclo evolutivo de Plasmodium spp. em hospedeiro vertebrado se encontra
representado na figura 1. A figura apresenta também a formacdo de hipnozoitos, forma
cararacteristica de malaria vivax, mas ndo de malaria falciparum (VARO; CHACCOUR,;
BASSAT, 2020).
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FIGURA 1- Ciclo biolégico de Plasmodium.
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1-O ciclo de desenvolvimento tem inicio com a inoculacdo de esporozoitos através do repasto
sanguineo de fémeas anofelinas. Essa forma percorre a corrente sanguinea e chega até o figado, onde invade
hepatdcitos. 2- No interior da célula, ocorre a formacdo de trofozoitos jovens, que originam formas trofozoitos
maduras e, através da esquizogonia hepética, formam esquizontes, contendo merozoitos. 3- O esquizonte lisard a
célula hospedeira inicial, liberando merozoitos na corrente sanguinea. A depender da espécie, pode ocorrer a
formacéo de formas de laténcia, denominadas de hipnozoitos, que reiniciardo o ciclo hepatico ap6s algumas
semanas ou meses, como na infecgéo causada pelos P. vivax e P. ovale. 4- Os merozoitos, na corrente sanguinea,
invadirdo eritrécitos, formando novamente trofozoitos. Os trofozoitos eritrocitarios se alimentam da
hemoglobina intracelular, formando esquizontes repletos de merozoitos. 5- Ocorrera lise do eritrcito, liberando
novas formas merozoitos na corrente, preparadas para uma nova invasdo de eritrécitos e um novo ciclo
sanguineo. 6 - Ap6s alguns ciclos sanguineos, alguns merozoitos ndo formardo esquizontes, mas formas
sexuadas de desenvolvimento, o microgameta (masculino) e macrogameta (feminino), que em repasto sanguineo
dardo origem ao ciclo esporogdnico em hospedeiro invertebrado anofelino. 7- Nessa etapa ocorrem diversos
processos de maturacdo celular, originando novas formas esporozoitas, prontas para a infeccdo de hospedeiro
vertebrado, fechando o ciclo de desenvolvimento do parasito.

Fonte: Figura de LIMA-JUNIOR; PRATT-RICCIO, 2016.

O ciclo biolégico se inicia com a inoculacdo dos esporozoitos na derme do hospedeiro
intermediario vertebrado, através do repasto sanguineo das fémeas anofelinas infectantes.
Essas formas adentram a corrente sanguinea e tém acesso ao figado, ao atravessarem a
barreira sinusoidal. No érgdo, os esporozoitos podem invadir 0s hepatdcitos e se estabelecer
na célula, formando o vacutolo parasitoforo. Nas células, o parasito se diferencia em trofozoito
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e realiza um processo reprodutivo conhecido como esquizogonia, dando origem a esquizontes
hepaticos, ou esquizontes teciduais primarios. Essas formas do parasito, morfologicamente, se
assemelham a sacolas repletas de nucleos (ALVARADO; FERREIRA, 1982). Essa etapa de
maturacdo leva cerca de uma ou duas semanas para se completar, dependendo da espécie de
protozoario contraido pelo hospedeiro. O P. falciparum, assim como o P. vivax, leva
aproximadamente uma semana para concluir a etapa exoeritrocitica de maturacdo. Ja o P.
malariae leva cerca de duas semanas (BRAGA; FONTES, 2004).

Um detalhe importante a ser destacado é que nem todo indculo parasitario entregue
pelo mosquito consegue atingir os capilares e adentrar a corrente sanguinea. Uma parte desse
indculo pode ser drenado pelos vasos linfaticos, atingindo o linfonodo mais proximo. Nesse
local, parte da populacdo parasitaria é degradada, porém, alguns parasitos conseguem
desenvolver sua forma exoeritrocitica nesse local, interagindo com o sistema imune do
hospedeiro. E importante que estudos futuros investiguem o potencial da entrega de antigenos
via vasos linfaticos, ja que essa via de apresentacdo poderia atuar de duas formas: auxiliando
no processo de articulagdo de resposta imune ou estimulando tolerdncia aos antigenos
parasitarios da forma esporozoita (AMINO et al, 2006).

O esporozoito, alcangando o figado, preenchera o espaco intracelular do hepatocito
durante a formacdo do esquizonte, a ponto de rompé-lo, liberando novas unidades celulares do
protozoario, entdo denominadas de merozoitos. Os merozoitos sdo liberados na corrente
sanguinea em vesiculas compostas por fragmentos da membrana plasmaética da ultima célula
parasitada. Essa vesicula é chamada de merossoma (MENARD et al, 2013).

Pensando no desenvolvimento de quadros clinicopatoldgicos, tem-se que sdo as
formas de interacdo estabelecidas pelo parasito com seu respectivo hospedeiro, que serdo
importantes para a expressao de sintomatologia. A fase hepatica da doenca € assintomatica,
enquanto o estagio de desenvolvimento em eritrocitos é responsavel pelo desenvolvimento da
sintomatologia classica da doenca. Um dos possiveis agravamentos clinicos derivados da fase
eritrocitaria, por exemplo, é a andxia' (NEVES, 2016) decorrentes do obstrugdo dos vasos
capilares por hemécias parasitadas aderidas ao endotélio e entre elas.

No figado, algumas espécies sdo, ainda, capazes de gerar formas latentes de
desenvolvimento, chamadas de hipnozoitas. Essa caracteristica é classica de P. vivax
(GARCIA, 2010). O tempo de laténcia pode variar de semanas a meses, provocando diversas
recaidas no quadro clinico de malaria, mesmo apds um unico repasto sanguineo por anofelino
infectado (WHITE, IMWONG, 2012).

! Elevado consumo de oxigénio dos eritrécitos infectados (NEVES,2016)
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Apbs a chegada dos merozoitos na corrente sanguinea, essas formas invadirdo os
eritrocitos, dando origem novamente a trofozoitos, e realizardo a esquizogonia sanguinea. Um
esquizonte pode originar um total de oito a 32 novos merozoitos, ap6s o rompimento do
eritrécito. Os merozoitos liberados, por apresentarem tropismo pela mesma populacéo celular,
perpetuardo essa fase de desenvolvimento parasitario (ALVARADO; FERREIRA, 1982).

No interior dos eritrécitos o parasito se comporta de maneira “ameboide”, com
configuracdo morfoldgica composta por nicleo, protoplasma? e por um pigmento que, apds
técnicas de coloracdo, como a coloracdo de Romanowsky, pode ser utilizado para a deteccdo e
diagndstico da infeccdo via microscopia de campo claro. A esse pigmento da-se o nome de
pigmento malarico ou hemozoina (ALVARADO; FERREIRA, 1982).

O merozoito, para realizar a invasdo, interage com diversos receptores de membrana
dos eritrocitos, assim como libera substancias quimicas auxiliares (BURNS et al, 2019).0s
receptores do parasito podem ser alvos moleculares promissores para o desenvolvimento de
drogas antimalaricas ou para o desenvolvimento de um imunobioldgico. A partir de interacdes
de baixa intensidade realizadas pelo MSP (merozoite surface protein, de traducéo literal,
proteina de superficie do merozoito) com proteinas de membrana do eritrocito, ocorrerd a
reorientacdo do merozoito. A reorientacdo consiste na mudanca de posicdo do parasito, que
entdo aponta seu complexo apical para a membrana do eritrécito. A partir de duas organelas
presentes no complexo apical, roptrias e micronemas, susbtancias sdo secretadas para o
auxilio no processo de invasdo celular (GRUSZCZYK et al, 2018).

O fendmeno que ocorre entre essas duas organelas é chave para a interacéo irreversivel
entre parasito e célula hospedeira. Os micronemas irdo secretar a microneme-secreted apical
membrane antigen-1° (AMA-1), que se ligara a um complexo protéico presente na superficie
de roptrias, formando um corddo de ligacdo entre as duas células (protozoario e hospedeiro).
Uma cascata de ligac6es entre proteinas de membrana da célula invasora e hospedeira ocorre
e esses fenbmenos podem ser estudados visando a caracterizacdo de alvos em estratégias de
combate terapéuticas e vacinais a infeccdo (HORUK, et al, 1993).

Em um dado momento do ciclo eritrocitario, os merozoitos podem originar, ainda,
através da esquizogonia, células sexuadas, entdo denominadas gametocitos (masculino e
feminino). O P. vivax, tende a gerar gametocitos mais rapidamente do que outras espécies.
Essa particularidade do ciclo dessa espécie torna o seu controle mais dificil por que, na
pratica, isso quer dizer que o sangue de um paciente com maléria vivax é infeccioso para
mosquitos, garantindo a manutencao da transmissdo da maléria, desde os primeiros momentos

em que 0 paciente tem parasitos no sangue circulante. Formas sexuadas de P. vivax. podem

2 Contetdo intracelular (ALVARADO; FERREIRO, 1982)
% Antigeno de membrana apical 1 secretado por micronema, em traducéo literal.
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ser observadas em cerca de trés dias apds o inicio do ciclo eritrocitico (BOUSEMA;
DRAKELEY, 2011).

Em infeccbes por P. falciparum, formas sexuadas geralmente comegama surgir entre
10 dias e 14 dias apds o inicio da etapa assexuada no sangue (BUTTERWORTH et al,
2013). Os gametdcitos compdem a fase inicial do ciclo sexuado de desenvolvimento do
parasito, que sera realizado no interior de mosquitos Anopheles ap6s um repasto sanguineo
(ALVARADO; FERREIRA, 1982).

J& no organismo do mosquito, o gameta masculino sofrerd um processo de
exflagelacdo, subdividindo-se em oito microgametas. Paralelamente, os gametdcitos
femininos, ou macrogametas, amadurecerdo e transformar-se-d40 em gametas. A fusdo de
gametas masculino e feminino darad origem ao zigoto, que se transformardo em oocineto em
uma janela de 12h a 18h. O oocineto ¢ uma forma do parasito com boa mobilidade,
conseguindo penetrar o epitélio do estbmago do mosquito, atravessando-o e originando o
oocisto. Essa forma liberara milhares de esporozoitos em cerca de 10 a 12 dias. Os
esporozoitos entdo migrardo para as glandulas salivares do mosquito, e serdo inoculados no
hospedeiro vertebrado apds um novo repasto sanguineo (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA,
2013).

FIGURA 2- Fémea de Anopheles quadrinnulatus em repasto sanguineo

FONTE: James Gathanv/CDC, 2014.

Com relagdo a um quadro clinico da doenca, a anemia malarica grave (SMA) pode ser
observada em infeccdo por qualquer espécie de plasmdédio (WHITE, 2018), sendo
desenvolvido principalmente em regides de alta transmissdo parasitaria. E um quadro
fortemente associado as infec¢bes do puablico infantil (MARALELDA et al, 2017) e
corresponde a um dos maiores agravantes letais do desenvolvimento da doenca (VARO;
CHACCOUR; BASSAT, 2020).
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2.2 Agente etioldgico

Os protozoarios do género Plasmodium spp., do filo Apicomplexa, somam mais de
150 espécies, todas elas causadores de infeccbes malaricas em répteis, aves e mamiferos.
Cerca de 82 espécies sdo encontradas em parasitismo em répteis e aves, enquanto 22 espéecies
sdo encontradas em primatas ndo humanos (PNH) (STRICKLAND, 1984). Em humanos,
encontram-se, majoritariamente, cinco espécies causadoras de malaria humana: P. falciparum
(WELCH, 1897), Plasmodium malariae (LAVERAN, 1881), Plasmodium vivax (GRASSI;
FELETTI, 1890), Plasmodium ovale walikeri e Plasmodium ovale curtisi (STEPHENS, 1922;
RANDAL,; SEIDEL, 1985).

Uma sexta espécie causadora de maldria em humanos surgiu, em 2004, em paises
asiaticos, mais especificamente na Malasia, em Borneo, na Tailandia, em Myanmar e nas Filipinas: o
Plasmodium knowlesi. Essa espécie ja era observada nas populagdes asiaticas de macacos cynomolgus
porém diversos casos de infeccdo humana naquele ano foram confirmados (JONGWUTIWES et al,
2004; SINGH et al, 2004). Esse episodio expds a capacidade zoondtica dos parasitos causadores de
malaria em simios, sinalizando a possibilidade de novas espécies de Plasmodium spp., normalmente
ndo encontradas em humanos, atravessarem a barreira das espécies. Atualmente, essa espécie é a
principal causadora de malaria humana na regido, ocasionando em muitos casos quadros letais.

A discussdo ligada a quantos e quais sdo 0s parasitos causadores de malaria humana se
estende até os dias atuais. Desde a ascencdo do P. knowlesi, em fendmeno zoonético,
investigacGes em outras regides do globo ganharam forca para realizar o mapeamento dos
casosde malaria, com o objetivo de detectar possiveis novos surtos zoonoticos.

Em 2014, houve a descricdo de malaria zoondtica eventual, também na Asia, por
Plasmodium cynomolgi. No Brasil, a malaria era endémica de quase todo o territério nacional,
porém, ha mais de 50 anos a doenca foi eliminada de praticamente todo o territorio da regido
extra Amazonica, se concentrando entdo no norte do pais (SIQUEIRA et al, 2016). No
entanto, apos o inicio de um surto de infeccdes malaricas na regido sudeste do pais, no estado
do Rio de Janeiro, entre os anos 2015 e 2016, o Laboratério de Pesquisa em Malaria do
Instituto Oswaldo Cruz iniciou esforcos para compreender os possiveis fatores envolvidos
nesse episodio, caracterizando a ocorréncia de um surto de carater zoondtico (BRASIL et al,
2017).

A média de casos anuais de maléria no territério de Mata Atlantica no Rio de Janeiro
era de cerca de cinco casos, entre a série histérica de 2006 até 2016, embora em 2015 o
namero de casos absolutos saltou para 33 casos, seguido de 16 casos em 2016. A partir de
uma abordagem de sequenciamento genético dos parasitos encontrados nas amostras,
percebeu-se que as infeccOes, antes diagnosticadas como causadas por P. vivax, em verdade,
foram causadas por P. simium. Esse protozoario era considerado exclusivo de PNH. Esse caso
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constatou a emergéncia de uma nova espécie de protozoario causadora de malaria humana na
regido da Mata Atlantica Brasileira (BRASIL et al, 2017).

A infecgdo zoondtica ocorre no momento em que 0 mosquito anofelino transfere o
protozoario de um PNH infectado para um hospedeiro humano em repasto sanguineo. Esse
tipo de fendmeno zoondtico foi descrito, para P. knowlesi, P. cynomlgi e P. simium. A partir
de analises moleculares aliadas aos estudos de mapeamento da circulagdo parasitaria em
populacbes de PNH e humanos, foram identificadas oito espécies capazes de infectar
humanos, incluindo plasmddios zoon6ticos e humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale curtisi, P. ovale wallickeri (SUTHERLAND et al, 2010), P. knowlesi, P. cynomlgi e
P. simium (CHIN et al, 1965; SINGH et al, 2004; TA et al, 2014; BRASIL et al, 2017)

Mais recentemente, foram detectadas outras quatro especies que enevtualmente podem
infectar humanos: Plasmodium inui, Plasmodium inui-like, Plasmodium semiovale e
Plasmodium coatneyi. Essas espécies foram encontradas infectando humanos em
comunidades indigenas da Maldasia, apos realizacdo de investigacdes em nivel molecular
(YAP et al, 2021). Nao existem trabalhos, porém, que comprovem a transmissao humano-
mosquito-humano de espécies de malaria zoonotica.

A doenca causada pelos plasmddios também se encontra descrita no que diz respeito
ao seu quadro clinico, em especifico quanto aos ciclos febris. Esses ciclos decorrem do ciclo
de maturacdo das espécies de plasmodio, ja que a ruptura dos eritrocitos e a liberacdo de
novos parasitos, toxinas, mediadores inflamatdrios e pirogénicos na circulacdo sanguinea
sdo os responsaveis pelo desencadeamento dos episddios febris (RANDALL; SEIDEL, 1985).
A malaria causada por P. falciparum e P. vivax foi denominada de Ter¢id* Maligna e
Tercd Benigna, respectivamente. A malaria causada por P. ovale se comporta de forma terca,
assim como a causada por P. vivax (LOBEL; CAMPBELL, 1982).

Sendo o Plasmodium spp. um parasito adquirido atraveés de um inseto vetor, ele se
destaca como um microrganismo amplamente difundido na regido dos trépicos, sendo o
Continente Africano e as Américas Central e do Sul, os principais polos de infeccdo, além do
Continente Asiatico. Cada espécie se encontra, mais ou menos, difundida em trechos
especificos desses territorios. P. falciparum, por exemplo, se concentra em regifes de paises
africanos, enquanto o P. vivax tem sua area de concentracdo em paises americanos e asiaticos
(SNOW et al, 2005).

A demonstracdo, nos ultimos anos, de diversas espécies de plasmédio simiano
passando malaria para humanos em transmissdo zoondtica, comprova que mais casos
semelhantes podem ocorrer, expondo a necessidade urgente da criacdo de técnicas que

possam auxiliar no combate a patologia.

4 Ocorrida nos dias 1 e 3 (LOBEL; CAMPBELL, 1982).
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A proximidade filogenética entre humanos e outros animais € um fator critico para o
surgimento de novos surtos zoonoticos. A partir disto, a possibilidade de, em repasto
sanguineo, o mosquito anofelino realizar a transferéncia de protozoério simio para organismos
humanos aumenta proporcionalmente (RAJA et al, 2020).

No quadro 1, demonstra a tendéncia de distribuicdo geografica, os intervalos febris, a
capacidade de ocasionar recaidas® e a evolugdo clinica de sete protozoarios capazes de gerar
episodios de maléaria humana. As informacgdes foram organizadas de maneira a possibilitar a
comparacdo desses fatores nos diferentes agentes etiol6gicos da doenga.

QUADRO 1- Comparativo de protozoarios infectantes ao homem.

EVOLUCAO
- DISTRIBUICAO INTERVALO - CLINICA
ESPECIE GEOGRAFICA (TENDENCIA) FEBRIL RESSURGENCIA (TENDENCIA DE
GRAVIDADE )
Terca Maligna (4 Evolugéo clini
P. falciparum Continente africano erca Maligna (48 Né&o observada volugao clinica
horas) grave
Terca Benigna (4 Evolugéo clini
P. vivax Continente americano ercd Benigna (48 Observada volugao clinica
horas) leve
P. knowlesi Continente asiatico Intervalo de 24 horas Né&o observada Bvolugdo clinica de
leve a grave
P malariae (_Zont_lnente africano (|nfecg:a0 Quarta Benigna (72 Observada Evolugéo clinica
coinscidente com P. falciparum) horas) grave
P. ovale Continente africano CO mpo~r"tamento tiro Observada Bvolugao clinica
Tercd" (42 horas) leve
. " ~ EVOIUgao clinica
- - o . Tipo "Terca -
P. simium Regido da Mata Atlantica Brasileira S Néo observada leve (semelhante ao
Benigna" (48 horas) RN
P. cynomolgi Continente asiatico Intervalo de 24 horas Observada Evolugao chinica

levie

Fonte: Adaptado de Antinori (2013), Brasil et al (2007), Collins e Jeffery (2007), Garcia (2010), Grande et al (2019), Hartmeyer (2019),
Naik (2020), Okafor e Finnigan (2021), Oriero (2021), Randall e Seidel (1985), Ta et al (2014) e Theel e Spritt (2021).

2.2.1 Agentes etiologicos de malaria néo falciparum

O P. vivax € a espécie que, mais comumente, produz infecces com menor chance de
agravamento clinico. Nessa espécie, algumas formas do parasito se mantém latentes
(hipnozoitos) nos hepatocitos, possibilitando ressurgéncia. Recaidas ocorrem quando ha
novamente parasitemia, reiniciando o ciclo de desenvolvimento do parasito, apos o “fim” da
infeccdo inicial. Com isso, pode-se perceber que essa espécie, mesmo sendo menos grave em
sentido clinico, apresenta complexidades que resultam em maiores dificuldades para seu
controle (WHITE et al, 2014).

Essa espécie tem uma singularidade: apenas infecta eritrocitos jovens, os reticulocitos
(encontradas em menor quantidade no sangue). Além disso, o P. vivax ndo é, ao contrario do
Plasmodium falciparaum, cultivavel in vitro de forma estavel (CHUA; ONG; BIFANI, 2019).

5 Reinicio do ciclo eritrocitico a partir da ativagdo de hipnozoitos (WHITE et al, 2014).
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O P. malariae é uma interrogacdo, quando se trata de sua capacidade de ressurgéncia.
Essa espécie seria capaz de ressurgir mesmo 30 anos apds a cura da infec¢do inicial. Embora
exista essa possibilidade, nunca foram detectados hipnozoitos parasitando hepatocitos em
pessoas infectadas por essa espécie de parasito. E possivel que, em vez de apresentar versdes
dormentes em células do figado, a espécie seja resistente em fases eritrociticas (GARNHAM,
1984). Essa espécie tem sua distribuicdo geogréfica coincidente com a do P. falciparum (tanto
que sdo comumente encontrados em coinfec¢do), principalmente no Continente Africano, na
regido subsaariana, e em parte do Continente Asiatico, assim como em algumas ilhas do
Pacifico (COLLINS; JEFFERY, 2007). Com relacdo a sua evolucdo clinica, a espécie pode
gerar quadros graves, caracterizados também pelo desenvolvimento de sindrome crdnica
nefrotica (EHRICH; EKE, 2007; HEDELIUS et al, 2011).

O P. ovale é uma espécie de Plamodium endémica de regides tropicais ocidentais do
Continente Africano. E uma espécie capaz de gerar hipnozoitos, mas ndo caracterizada por
agravamentos em casos clinicos, além de responder bem a administracdo de drogas
antimalaricas, como a cloroquina (OKAFOR E FINNEGAN, 2021). Esse agente etiologico se
divide em duas espécies causadoras de infeccdo (P. ovale curtisi e P. ovale wallikeri), cuja
morfologia é idéntica. Sua diferenciacdo € complexa, ja que apresentam mesmo quadro
clinico e respondem bem aos mesmos tipos de tratamentos medicamentosos. As diferencas
entre as elas sdo de natureza genetica, apenas diferindo em algumas sequéncias de
nucleotideos, além de um periodo de laténcia mais curto na subespécie P. ovale wallikeri
(OGUIKE et al,2011).

2.2.2 Agentes etiologicos de malaria zoondtica

Sdo trés as espécies de plasmddio capazes de ocasionar episddios zoondticos de
malaria simiana: P. simium, P. knowlesi e P. cynomlgi (HANG et al, 2021).

O P. simium era considerado um parasito exclusivo das populacdes de Primatas
Neotropicais originarios da regido de Mata Atlantica, assim como outras 20 espécies de
plasmddio (STRICKLAND, 1984), porém, apds um surto de casos de malaria no Rio de
Janeiro, em areas proximas a florestas com alta densidade de animais silvestres, durante 0s
anos de 2015/2016, estudos conduzidos pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
comprovaram 0s episodios de zoonose e o potencial infectante desta espécie para individuos
humanos. A espécie apresenta ainda quadro febril de configuragdo tercd, semelhante a febre
causada por P. vivax, espécie de alta semelhanca também em niveis morfoldgicos, se
diferenciando apenas por sequéncias de nucleotideos especificas. Alémdisso, € uma espécie
que, devido sua recente observagdo em infeccbes humanas, ndo se tem conhecimento acerca

da formacéo de células latentes em fase hepética, embora ja tenha sido observada a presenca
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de gametdcitos. A capacidade de infeccdo humana desses gametdcitos ainda é incerta
(BRASIL et al, 2017).

Apb6s o tratamento com administracdo de drogas convencionais para malaria,
descobriu-se que o patdgeno ndo apresenta resisténcia medicamentosa. Sabe-se também que a
malaria desenvolvida por essa espécie é de baixa gravidade (BRASIL et al, 2017).

Um grande desafio nos casos de zoonose, tomando como exemplo o surto ocorrido
entre 0s anos 2015 e 2016, ¢ a dificuldade na geracdo de intervengBes que impecam a
circulacdo do parasito no complexo primata-homem-mosquito. Quebrar essa ligacdo em areas
préximas a matas de grande densidade animal é um dos questionamentos no combate ao
fendmeno de zoonose (BRASIL et al, 2017).

Ainda no caso do Rio de Janeiro, BRASIL et al (2017) compararam o genoma do P.
vivax com o de P. simium, afirmando entdo que ambos sdo intimamente semelhantes,
diferenciando-se apenas por dois Unicos polimorfismos nos nucleotideos do DNA
mitocondrial. Na posi¢do 3535, em vez da base nitrogenada Timina, tem-se Citosina. Na
posicdo 3869, em vez de Adenina, tem-se Guanina (CULLETON et al, 2011). Mesmo o
quadro febril das duas espécies se observa de maneira similar, sendo de tipo terca e observada
em mais de 90% dos casos. Isto reforca o potencial de subnotificacdo de novas especies
surgindo em fenémeno zoonotico, no sentido de que apenas estudos de natureza molecular
poderiam expdr novos casos de protozoarios animais em transposicdo da barreira das
espécies. Analises exclusivamente via microscopia de campo claro podem subnotificar casos
de malaria zoonotica, tendo em vista que novos protozoarios podem ser confundidos com
outros ja conhecidos. Esse problema ocorreu durante as primeiras observacdes do P. knowlesi
em humanos, que inicialmente era subnotificado como P. malariae no Continente Asiatico
(SINGH et al, 2004).

O P. knowlesi € uma espécie que foi observada em individuos humanos ha poucos
anos. Essa espécie zoonotico é endémica do Sudeste Asiatico, tendo ciclo de desenvolvimento
ocorrendo em menor tempo do que o observado em outras espécies. Enquanto a maioria delas
leva cerca de 48-72h para completar seu ciclo de desenvolvimento, que culmina na lise de
eritrocitos, essa espécie leva cerca de 24h. Em carater clinico, tem-se que esse parasito pode
ser responsavel por quadros de leve, média ou alta complexidade (CORDINA et al, 2014)
(AHMED; COX-SINGH, 2015). O Anopheles latens é tido como o Unico vetor natural dessa
espécie (RAJA et al, 2020).

O P. cynomlgi foi observado em infec¢Ges naturais humanas, em 2014, na Malasia,
sendo descrito como similar ao P. vivax. Emergiu também como infeccdo zoondtica, sendo
identificado ap0ds a utilizagdo de técnicas moleculares. Um caso de infeccdo acidental em

ambiente laboratorial com essa espécie foi reportado nos EUA no ano de 1956. Apos esse
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fato, a espécie foi inoculada com sucesso em ensaios experimentais. Em PNH, essa espécie
pode ser observada em Macaca fascicularis e Macaca nemestrina (LEE; COX- SINGH;
SINGH, 2009; RAJA et al, 2018).

2.2.3 Plasmodium falciparum

O P. falciparum é um dos cinco plasmddios causadores da malaria humana, sendo a
espécie que tende a gerar quadros mais graves e letais da doenca, respondendo por cerca de
99% das mortes humanas por malaria (VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020). Além disso,
ele possui complexa estrutura gendmica e alta capacidade de escape da resposta do sistema
imune (CRABB; COWMAN, 2002).

Alguns fatores podem ser destacados para entender a tendéncia de alta letalidade que
essa especie possui, em relacdo as outras. Um fator de relevancia é que essa espécie tem a
capacidade de infectar eritrocitos de qualquer idade celular, o que significa que tanto células
jovens quanto células maduras podem ser parasitadas. Esse fator ajuda a explicar a alta
viruléncia e significativa capacidade de multiplicacdo dessa espécie (VARO; CHACCOUR,;
BASSAT, 2020).

Os sintomas classicos de malaria ndo sdo especificos, sendo caracterizados por
episodios de febre, fadiga, dores de cabeca, nausea, vomito e desconforto abdominal. (VARO;
CHACCOUR; BASSAT, 2020). Com relacdo ao desenvolvimento clinico da infec¢édo, sabe-
se que a idade, assim como fatores pré-infecciosos também sdo determinantes. Alguns
quadros, como o aparecimento de lesdes agudas nos rins, derivadas da infeccdo, sdo mais
comuns no publico infantil, por exemplo (CONROY et al, 2016).

O quadro de MG é comumente associado a infeccdo por Plasmodium falciparum.
Cerca de 25% dos adultos e 40% das criangas com esse quadro passam por sofrimento no
sistema respiratorios, que sdo chave para o entendimento das altas taxas de mortalidade em
jovens (TAYLOR et al, 2012). Esse quadro também € caracterizado por outros fatores clinicos
que ocorrem na fase eritrocitica da infeccdo. O P. falciparum possui um receptor de
membrana, responsavel por sua alta capacidade de infec¢do celular, conhecida como
erythrocyte membrane protein 1, ou PFEMP1 (BARUCH et al, 1995). Esse receptor atua
também no fendmeno de citoadesdo, onde células em estagio maduro do processo infeccioso
irdo aderir umas as outras e também a células ndo infectadas, formando aglomerados
celulares conhecidos como rosetas (UDOMSANGPETCH et al, 1989). Essas rosetas podem
ainda obstruir os capilares, interrompendo o fluxo sanguineo. Esse processo também ocorre
entre células infectadas e plaguetas, formando os aglomerados mediados por plaquetas (PAIN
et al, 2001). O fendmeno inutiliza as células que aderiram umas as outras, ja que essas deixam

de circular, ocasionando espisddios de sequestro eritrocitario.
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A MC é um quadro caracterizado como um coma proveniente de infeccdo malarica,
sem nenhuma outra explicagdo possivel. Esse quadro, que ocorre ap0s a quebra da barreira
hematoencefalica, pode gerar danos no tecido nervoso, ocasionando sequelas cognitivas em
cerca de um terco dos individuos (BOIVIN, 2002; JOHN et al, 2010; ZIMMERMAN;
CASTRO-FARIA, 2010; FERNANDO; RODRIGO; RAJAPAKSE, 2010; SHIKANI et al,
2012; BANDIRANA et al, 2014).

Além disso, a malaria grave (MG) e a malaria cerebral (MC) possuem papel
significativo no processo de desregulacdo da resposta imune do hospedeiro, causando
respostas inflamatorias intensas (DE JONG et al, 2016).

O relatorio anual de maléria (2021), organizado pela OMS, apontou que, em 2019, a
maioria das mortes de malaria falciparum se concentra no Continente Africano, com cerca de
94% dos episodios. Essa regido é ainda o local de foco das transmissdes de P. falciparum. A
espécie causa problemas também em outras regiées do globo, como em parte do Mediterraneo
e também do Sul do Continente Asiatico. Nesses locais, mais da metade dos casos de malaria
advém dessa espécie, mais precisamente 69% e 62,8%, respectivamente.

Seu ciclo biolégico é representado pelos mesmos estagios observados em outras
espécies de Plasmodium spp, embora ndo forme hipnozoitos (VARO; CHACCOUR;
BASSAT, 2020).

FIGURA 3- Trofozoitas de P. falciparum em esfregaco sanguineo

a

FONTE: Laboratério de Identificacdo de Parasitas de Preocupagdo em Salde Publica do Centro de Controle de

Doencas.
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De acordo com o Banco de Imagens de Identificagdo Parasitaria em Maléria do Centro
de Controle de Doencas (CDC), esquizontes ndo sdéo comumente encontrados nas amostras de
sangue periférico de P. falciparum, ja que se concentram no fluxo sanguineo capilar visceral.
Observar essas formas em sangue periférico, acompanhado de alta parasitemia, € um
indicativo de quadro clinico de grande gravidade. Os gametdcitos do P. falciparum séo
caracteristicos, sendo encontrados em formato alongado, semelhante a um eritrocito
falciforme. O gametdcito feminino (macrogameta) se diferencia do gametécito masculino
(microgameta) por seu citoplasma mais pigmentado e por sua cromatina mais densa. O
gameta masculino apresenta citoplasma mais palido e cromatina mais suave (CDC)

Outra proteina expressa pelo parasito através dos eritrocitos infectados é a histidine-
rich protein-2, ou HRP-2. Essa proteina esta relacionada diretamente a quantidade de
biomassa parasitaria. Sua medicdo pode ser utilizada para compreender o estagio de
desenvolvimento do parasito no hospedeiro (DONDORP et al, 2005; DESAKORN et al,
2005). Altos niveis de HRP-2 podem sinalizar alto nimero de parasitemia e com isso uma
maior probabilidade de 6bito (RUBACH et al, 2012; HENDRIKSEN et al, 2012). A
quantidade de biomassa parasitaria também esta relacionada com o sequestro de eritrocitos,
assim como a instalacdo de processos inflamatorios e de disfuncdo na regido do endotélio
vascular (CUNNINGTON; WALTHER; RILEY, 2013).

Molecularmente, a estrutura de P. falciparum é rica e diversa, em especial por dois
motivos: o primeiro deles esta relacionado a capacidade desses parasitos de realizar mutacées
e/ou recombinacdes génicas, que geram sequéncias estaveis de DNA capazes de sintetizar
antigenos, o segundo esta relacionado com a variacdo antigénica observada nesses parasitos,
de forma a serem encontrado diversos antigenos em sua estrutura (FERREIRA;
ZILVERSMIT; WUNDERLICH, 2007).

Para iniciar o debate acerca da estrutura molecular deve-se observar que a grande
maioria dos antigenos de superficie de plasmddios apresenta sequéncias antigénicas
repetitivas. Essas sequéncias podem ser encontradas em mais de um tipo de antigeno. E
comum que essas regibes compreendam o0s trechos imunogénicos dominantes de suas
respectivas moléculas (SINNIS; NUSSENZWEIG, 1996). A questdo mais importante nessa
caracteristica € a possibilidade de reacdo cruzada entre antigenos que apresentem essas
sequéncias repetitivas, de modo a dificultar a maturacdo de uma resposta especifica para
determinado antigeno. Algumas dessas sequéncias podem também estar presentes em
autoantigenos do hospedeiro (ANDERS, 1986).
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A variacdo antigénica também pode ser explicada pela existéncia de genes
responsaveis pela sintese de antigenos com fungdes semelhantes na estrutura genémica do
parasito. Essa caracteristica confere aos plasmddios a capacidade de sintetizar determinados
antigenos em um dado periodo e, caso haja pressdo imunoldgica, alterar esse antigeno, de
maneira que suas fungdes metabdlicas e celulares se mantenham ativas, porém com estruturas
moleculares que induzam respostas imunolégicas diferentes. Essas familias multiantigénicas
compbdem grupos de antigenos variados na superficie da célula parasitada (FERREIRA;
CARLOS; WUNDERLICH, 2011).

De modo geral, tem-se que o genoma do P. falciparum é dividido em 14
cromossomos. Cada cromossomo esta organizado em regifes conservadas localizadas em sua
porcdo central e em suas extremidades estéo localizadas as regides altamente variaveis. Essas
regibes variaveis sao responsaveis pela diversidade antigénica das cepas (HERNANDEZ-
RIVAS et al, 2010).

Existem diversas familias génicas, cada uma delas apresentando caracteristicas
transcricionais especificas responsaveis pela diversidade antigénica do parasito. Sdo cinco as
familias relevantes para a compreensdo da estrutura molecular dos plasmaddios: os genes var,
0s genes rif, 0s genes stevor, 0s genes sintetizadores das proteinas da superfamilia 2TM e os
genes surf. Cada familia antigénica sintetiza proteinas com diferentes funcionalidades na
biologia do parasito e a maioria pode ser estudada e encarada como possivel alvo terapéutico
evacinal, em especial as proteinas expressas em localidades mais superficiais, expostas a acdo
de imunoglobulinas e células do sistema imunoldgico. Os antigenos sintetizados pelas
familias var (BARUCH et al, 1995; SMITH et al, 1995; SU et al, 1999), rif (KYES et al,
1999) e surf (WINTER et al, 2005) séo encontrados na superficie de membrana dos eritrocitos
parasitados, enquanto as demais familias transcrevem antigenos expressos no citoplasma da
célula, mais especificamente nas granulacdes de Maurer (estrutura tubular parasitaria) (SAM-
YELLOWE et al, 2004).

O primeiro grupo de genes, intimamente relacionado com o processo de evasdo do
sistema imune, € o grupo de genes var. Esse grupo é composto por 60 genes codificantes.
Esses genes estdo proximos a regido telomérica dos cromossomos (regido das extremidades
cromossomais). Durante uma determinada etapa de vida do parasito, um dentre 60 genes esta
ativado, sintetizando sua determinada proteina funcional. [Essas proteinas sdo
reconhecidamente imunogénicas, de modo a incitar a produgdo de anticorpos especificos.
Apos a maturagdo de alguma resposta imunoldgica o gene é silenciado, enquanto um segundo
gene é ativado e suas proteinas transcritas sdo expressas, substituindo as proteinas
anteriormente sintetizadas (CHEN et al, 1998; SCHERF et al, 1998).
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Uma das caracteristicas mais importantes atribuidas as proteinas sintetizadas pelos
genes var € a citoaderéncia. Durante a fase inicial de desenvolvimento do parasito nos
eritrécitos, em que ele se configura como um anel jovem, a célula parasitada transita
livremente pelo organismo, porém, quando o trofozoito atinge um estagio maduro de
desenvolvimento, a célula parasitada passa a interagir com o endotélio vascular, de forma a se
fixar nessa regido e deixar de circular. Esse fendmeno também é referido como sequestro de
eritrécitos (LEECH et al, 1984). Deixar de circular é importante para a sobrevivéncia do
parasito, pois diminui a chance de encontro com células fagociticas do bago, por exemplo,
6rgdo sabidamente responsavel pela destruicdo de eritrdcitos parasitados e pelo controle da
parasitemia.

Esses genes comumente apresentam dois éxons, o primeiro sendo responsavel pela
expressdo de antigenos variados na superficie do eritrocito parasitado. A estrutura é
responsavel pela interacdo com os receptores de membrana das células do endotélio vascular.
Ja o segundo éxon expressa estruturas terminais desse antigeno de membrana — geralmente é
um gene de estrutura mais conservada por ndo estar tdo exposta a pressao imunolégica — que
é responsavel pela geracdo de protuberancias na superficie da membrana celular conhecidas
como knobs (FERREIRA; CARLOS; WUNDERLICH, 2011).

Esse mecanismo de transcricdo de antigenos capazes de interagir com receptores do
endotélio vascular é responsavel pela observacdo de quadros de malaria grave por P.
falciparum, a partir do sequestro de eritrocitos em vasos responsaveis pela nutricdo dos
tecidos sensiveis a danos, como o cerebro. As proteinas (PfEMP-1) sdo estruturas capazes de
se ligar a diferentes receptores de membrana. Esse entendimento € chave para a compreensdo
de quadros como a malaria cerebral (ligacdo com o receptor ICAM-1) e a malaria placentaria
(ligacdo com o receptor CSA) (CHEN et al, 2000; SMITH et al, 2000; ROBINSON et al,
2003).

Os genes rif compdem o segundo grupo de genes transcritores de antigenos de
membrana na superficie do eritrocito parasitado. Esse grupo é composto de 160 genes que,
assim como 0s genes var, estdo presentes nas regides teloméricas dos cromossomos. S&o
genes transcritos principalmente na fase de trofozoita jovem de desenvolvimento plasmodial
(KYES et al, 2000; WANG et al, 2009).

Esse grupo de genes sintetiza os antigenos chamados de RIFINs, que sdo
imunogénicos (ABDEL-LATIF, 2003). Sabe-se que o processo de substituicdo de suas
proteinas expressas no processo de transcricdo pode ocorrer mais rapido do que com os genes
var (CABRAL; WUNDERLICH, 2009), porém, diferentemente do grupo de genes
anteriormente discutido, esse ndo apresenta relacdo com o fendmeno de sequestro de
eritrocitos (FERREIRA; CARLOS; WUNDERLICH, 2011). Os antigenos RIFIN estdo
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relacionados, em verdade, com o processo de formacdo das rosetas, ja que interagem com 0s
receptores de glicoforina A presente na estrutura dos eritrocitos (GOEL et al, 2015).

O terceiro grupo de antigenos variaveis sdo as proteinas STEVOR, sintetizadas pelos
genes stevor, que compreendem cerca de 30-40 genes que transcrevem proteinas durante a
fase de trofozoita maduro do parasito, embora também possam ser ativos na fase de
gametocito (WEBER, 1988). O quarto grupo de antigenos variantes compreende 0s genes que

sintetizam as proteinas Pfmc-2TM. Esse grupo compreende 13 genes (TEMPLETON, 2009).

2.3 Imunologia da malaria

Como mencionado acima, no desenvolvimento biolégico de plasmédio, o parasito
apresenta fases evolutivas extra e intracelulares e cada forma de desenvolvimento apresenta
antigenos que podem ser considerados como possiveis constituintes de uma formulagéo
vacinal com capacidade de incitar resposta imune, memoria imunologica e capacidade de
protecdo do hospedeiro (PESSOA; MARTINS, 1974; REY, 2001).

Cabe lembrar que o processo de infeccdo natural na malaria, ao contrario da maioria das
infeccdes, ndo é capaz de induzir uma resposta imunologica protetora esterilizante. Individuos
residentes de area endémica podem apresentar 0s sintomas da doenca inumeras vezes em um
anico ano, o que permite concluir que uma prévia apresentacdo aos antigenos do parasito nao
incita a producdo de resposta imune com memdria imunoldgica capaz de impedir o
estabelecimento de novas infec¢bes (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2013).

Entretanto, nesses mesmos individuos de area endémica, o Plasmodium spp. é capaz de
induzir algum grau de imunidade. A constante apresentacdo aos antigenos parasitarios ao longo
da infancia até a fase adulta prové ao individuo um tipo de resposta imune tida como parcial, ao
passo que nao gera resposta esterilizante, porém caracteriza uma resposta capaz de reduzir a
gravidade do quadro clinico, ou até de manter a infeccdo assintomatica (BULL;MARSH, 2002).

Caso o individuo com imunidade parcial saia da area endémica, de forma que cesse o
estimulo antigénico derivado de infec¢bes naturais, a tendéncia é a de diminuicdo dessa
imunidade incompleta, com o estabelecimento de quadro clinico sintomético até de maior
gravidade, em caso de nova infeccdo (WALKER; BRODIE, 1982). Outro fator de relevancia em
areas endémicas é a sazonalidade da doenca, em que o0s casos de infeccdo aumentam
significativamente apds periodos chuvosos, com o aumento da proliferacdo do vetor. Em periodos
de seca, com a reducdo da reproducéo vetorial, ocorre também uma reducdo dos casos de malaria
(TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2013).
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Pode-se concluir entdo que a imunidade antiplasmodial naturalmente adquirida em éarea
endémica de transmissdo tem duas fungdes principais: a reducdo da sintomatologia e a reducgéo da
gravidade da doenca (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2013; WALKER; BRODIE, 1982; BULL;
MARSH, 2002).

O primeiro desafio enfrentado pelo parasito, ainda em forma esporozoita, é o de
atravessar as barreiras fisicas do corpo, ou seja, o tecido epitelial e sua populagdo celular
(macréfagos e demais células apresentadoras de antigeno como células dendriticas). Apos
essasuperacao, o parasito atinge a camada subcutanea da pele e alcanca os vasos (sanguineo e
linfatico). A presenca de anticorpos especificos para CSP, nessa etapa, através da interacéo e
ligagdo com o esporozoito, possibilitaria a redugcdo ou o bloqueio da motilidade do parasito,
aléem de opsioniza-lo para células fagociticas. Uma resposta imune potente nesse momento
inicial poderia impedir a chegada do parasito nos tecidos hepaticos (FREVERT, 2004).

ApoOs a invasdo bem-sucedida do hepatécito pelo esporozoita, ainda podem ser
encontradas proteinas como a CSP, sintetizadas pelo parasito em sua forma esporozoito, na
superficie da célula hepatica, na fase exoeritrocitica do desenvolvimento do parasito. Essas
proteinas podem ser moléculas chave para o processo de resposta antiplasmodial na fase
exoeritrocitica do parasito. Essas moléculas sdo reconhecidas, principalmente, por linfocitos
TCD4+ e TCD8+, auxiliar e citotoxico, sendo entdo responsaveis pela atividade citolitica direta,
pela destruicdo de células parasitadas, ou indireta (RODRIGUES et al, 1993), pela producéo de
citocinas pré-inflamatorias, caracteristicas de resposta linfocitaria de perfil Th-1 em especial IFN-
v (Interferon gama), TNF (Fator de Necrose Tumoral), IL-1 (Interleucina do tipo 1) e IL-6 (PIED
et al, 1989). Em individuos de areas endémicas tais populacbes celulares, especificas para
antigenos de estdgio hepatico, sdo encontradas com frequéncia, indicando o potencial
imunogeénico dessa forma do parasito (SEDEGAH et al, 1992).

Pela natureza da atividade fisioldgica do figado estar intimamente ligada a constante
apresentacdo a antigenos, em especial derivados de processos gastrointestinais, o contexto de
apresentacdo nesse tecido condiciona a resposta ao antigeno ser do tipo de tolerancia. Assim,
citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-B (Fator de Crescimento Transformador Beta)
sdo expressas, diminuindo o potencial de resposta imune no tecido. Além disso, o processo de
apoptose de linfocitos TCD8+ antiplasmodiais é constante nos tecidos hepaticos, o que pode
explica parcialmente a modesta resposta contra essa fase do parasito (FREVERT, 2004).

Apo6s 0 amadurecimento do esquizonte e a ruptura do hepatdcito parasitado, uma grande
quantidade de merozoitos é liberada. Caso essas formas do parasito ndo caiam rapidamente na
corrente sanguinea e invadam eritrocitos, ela serdo destruidas por agdo de células fagociticas do
sistema imune inato, como macrofagos hepaticos ou esplénicos, caso ndo deixem o figado ou
cheguem ao bago, respectivamente (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2013).
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A partir da interacdo entre receptores de membrana do parasito e do eritrocito, ocorre a
invasdo da célula. Assim, a membrana da célula hospedeira, antes integra, passa por diversas
alteracbes morfoldgicas, que permitem, inclusive, a passagem de imunoglobulinas do tipo 1gG
anti-parasitarias por canais que conectam o vacuolo parasitéforo com a superficie da membrana
celular (POUVELLE et al, 1991).

Altos titulos de anticorpos especificos para as formas intraeritrocitéarias do parasito podem
entdo degenerar o plasmddio, mesmo que ele esteja interno a célula. Essas degeneracfes sao
caracterizadas pelo surgimento de formas de crise do parasito (JENSEN et al, 1982).

Tem-se que quaisquer formas do parasito apresentam potencial imunogénico e séo
capazes de induzir resposta imune, propiciando a construcdo de resposta humoral. Com relagéo ao
desenvolvimento de resposta humoral, a producéo de imunoglobulinas especificas para antigenos
do estagio eritrocitico do parasito é a mais significativa para o controle da parasitemia, assim
como a melhora do quadro clinico dos pacientes infectados (MCGREGOR, 1987).

Observa-se também que os anticorpos antiplasmodiais podem atravessar a barreira
transplacentaria. Maes moradoras de areas endémicas de malaria conseguem transferir parte de
seus anticorpos da classe 1gG para a prole. Deve-se ter em mente, porém, que a carga de
anticorpos transferidos da mée para o bebé tem meia vida curta, ou seja, em poucos meses a carga
de imunoglobulinas é degradada (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2013).

Tratando-se do combate ao parasito, a célula mais atuante € o macrofago, capaz de
fagocitar eritrocitos parasitados e formas do parasito extracelulares. O fenémeno de opsionizacéo
também é relevante, potencializando e facilitando a acdo fagocitica (TOSTA; WEDDERBURN,
1980). Além disso, sabe-se que os linfocitos T sdo essenciais para a formacdo de uma resposta
robusta contra o parasito. A funcdo dos linfocitos TCD4+ é, essencialmente, secretar citocinas,
capazes de modular a resposta imune, seja através do trabalho em conjunto com plasmdcitos na
construcdo de uma resposta humoral, seja a partir de funcdo efetora no recrutamento de células
fagociticas (KUMAR; MILLER, 1990).

Porém, ainda é incerta a real importancia dessas células na defesa contra o parasito, ja que
criancas infectadas com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que tem tropismo por
linfocitos, especialmente os TCD4+, reduzindo drasticamente sua populacdo, ndo apresentam
taxas mais elevadas de infeccdo por malaria nem tem uma tendéncia maior ao agravamento da
doenca, quando comparadas com criancas soro negativas (GREENBERG et al, 1991).

Porém, ainda é incerta a real importancia dessas células na defesa contra o parasito, ja que
criancas infectadas com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), que apresenta tropismo por
linfocitos TCD4+, reduzindo drasticamente sua populacdo, ndo apresentam taxas mais elevadas
de infecgdo por malaria, nem tem uma tendéncia maior ao agravamento da doenca, quando

comparadas com criangas soro negativas (GREENBERG et al, 1991).
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Na fase final do desenvolvimento bioldgico dos plasmddios, com a eliminagdo das formas
eritrocitarias assexuadas, os gametdcitos formados podem ainda permanecer por alguns dias ou
semanas em circulacdo. Toda a resposta especifica montada para os epitopos plasmodiais ndo
parece interferir no desenvolvimento dos gametdcitos e sua eliminacdo ndo é garantida. O que
ocorre € que 0s antigenos presentes nessas formas do parasito ndo propiciam reacdo imunoldgica
cruzada com antigenos de outras formas do plasmodio e as respostas humoral e celular
especificas para as proteinas e receptores de membrana de formas assexuadas ndo séo capazes de
reconhecer os antigenos das formas sexuadas. Ndo é comum encontrar anticorpos especificos para
gametocitos em regides endémicas de malaria, o que indica que possivelmente essa forma do
parasito é pouco imunogénica, ou ndo permanece tempo suficiente em circulacdo para que haja a
possibilidade de estruturacédo de resposta especifica (CARTER et al, 1989)

Essas formas, porém, sdo destruidas na presenca de citocinas produzidas por células
imunes, como TNF a IFN-y. Anticorpos especificos para essa forma do parasito sdo capazes de
interagir com os receptores e proteinas de membrana impedindo sua fecundagdo no estomago do
mosquito vetor. Durante o0 repasto sanguineo, as citocinas carreadas para o sistema digestivo do
mosquito ndo agem de maneira a impedir o desenvolvimento do ciclo esporogbnico, porém
anticorpos sim. As imunoglobulinas, quando ndo impedem a fecundacdo do microgameta no
macrogameta, podem ainda apresentar certa reatividade cruzada com antigenos do zigoto,
interagindo com essas estruturas e impedindo seu desenvolvimento (LENSEN et al, 1992;
CARTER et al, 1988).

Embora essas estratégias de interacdo do sistema imune com o plasméddio sejam
complexas, 0 parasito apresenta, em contrapartida, diversas estratégias de evasao (ou de escape),
ou mesmo de aproveitamento de situacoes - de carater imunoldgico e inflamatério desenvolvidas
pelo hospedeiro - a seu favor (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2013).

3 CANDIDATAS VACINAIS PARA MALARIA
O cenéario de combate a doenca ndo € otimista. Duas estratégias de controle da malaria
se destacam: controle do agente etioldgico, a partir da administracdo de antimalaricos aos
doentes e portadores, e controle do vetor, a partir da aplicacdo de inseticidas de efeito residual e
instalacdo de mosquiteiros impregnados. Ambas sdo utilizadas em conjunto em estratégias de
salde publica. A utilizacdo dessas taticas foi importante para a significativa tendéncia de queda
observada durante o periodo entre 2000 e 2019. Nessa janela temporal, a incidéncia da doenca,
que no ano 2000 era de 81 casos para cada 1000 habitantes em areas de risco, caiu para 56 em

2019. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
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Porém, jA é constatado que existe um aumento na circulagdo de cepas com
quimioresisténcia. Isto também ocorre com o vetor, que ja apresenta certo grau de tolerancia
aos inseticidas. Com isso, a urgéncia no estudo de moléculas candidatas vacinais se pde em
posicdo de destaque com relacdo a outras estratégias (N’GUESSAN et al, 2007; DONDORP et
al, 2010; TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2013;

A formulacdo de uma candidata vacinal, ndo é tarefa facil, ja& que o microorganismo
apresenta alta capacidade de mutacdo protéica. Também sdo complexas as interaces do
protozoario com o sistema imune humano, ja que a imunidade natural (proveniente do processo
de infeccdo), mesmo para pacientes que ja obtiveram contato com a doenca, é adquirida de
forma temporaria e ndo esterilizante (SCHERF; LOPEZ-RUBIO; RIVIERE, 2008;
LANGHORNE et al, 2008).

Dada a complexa configuracao do ciclo de vida do plasmodio, com estagios eritrocitico
e exoeritrocitico, intra- e extra-celulares, a criacdo de uma formulagdo vacinal torna-se
desafiadora, j& que diversos alvos moleculares necessitam de estudos para que seu potencial
imunogénico seja analisado (CROMPTON; PIERCE; MILLER, 2010).

O ciclo evolutivo do parasito é composto de uma riqueza consideravel de moléculas
antigénicas, porém a fase eritrocitaria € a que mais se destaca no potencial de producdo e
apresentacdo dessas moléculas. A ruptura do eritrocito, além de liberar merozoitos na corrente
sanguinea, libera estruturas intracelulares do eritrocito parasitado, além de metabdlitos do
parasito, como a hemozoina e toxinas, como o Glycosylphosphatidylinositol, ou GPI (WHITE,
1996).

Pode-se pensar ainda que uma resposta contra as fases iniciais (esporozoita e hepatica)
conseguiria impedir o estabelecimento da infeccdo. Respostas contra a etapa eritrocitaria
assexuada conseguiriam impedir ou diminuir em muito o desenvolvimento de quadro clinico. Ja
respostas contra as formas sexuadas poderiam bloquear a transmissdo do parasito para o vetor
mosquito e impedir a propagacdo da doenca para um novo individuo (TOSTA; MUNIZ-
JUNQUEIRA, 2013).

A complexidade das relacGes imunoldgicas na doenca deve ser amplamente estudada
para que possiveis estruturas de moléculas vacinais tenham chance de serem eficazes e
altamente imunogénicas. Os principais fatores a serem analisados dizem respeito as possiveis
estratégias de imunizacdo (CARVALHO; PRATT-RICCIO; DANIEL-RIBEIRO, 2013).

Pensar em formular um composto com base em esporozoitas inteiros em uma légica de
producdo em massa, até entdo, seria invidvel, ou pouco provavel, ja que essa forma apenas
consegue ser obtida através da criacdo em laboratorio de vetores infectados, o que exige
estruturas especificas ndo encontradas na maioria dos laboratérios. Pensando nisso, pode-se

entdo dispor de proteinas, ou moléculas de DNA (desenhadas para a sintese de proteinas do
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parasito). Além disso, anticorpos monoclonais também podem ser utilizados em esquema
imunoterapico. Os alvos podem ser o préprio parasito ou suas toxinas/metabdlitos sintetizados
e de importancia para o desenvolvimento da doenca (CARVALHO; PRATT-RICCIO;
DANIEL-RIBEIRO, 2013).

E importante, porém, ter em mente que cada espécie de parasito apresenta caracteristicas
préprias, como por exemplo, a formacdo, ou ndo, de hipnozoitos. Ao pensar em uma formulacédo
vacinal para P. vivax, considerar uma estratégia que compreenda a fase hepatica pode ser
oportuno e indicado, ja que bloquearia o estabelecimento de formas latentes no figado, além de
impedir o prosseguimento do ciclo biolégico do parasito (CARVALHO; PRATT-RICCIO;
DANIEL-RIBEIRO, 2013).

As proteinas expressas pelo parasito muitas vezes estdo envolvidas nos processos de
interacdo com o ambiente e com populacdes celulares que ali estejam, como a CSP, proteina mais
abundante na superficie do esporozoito. Essa proteina, aliada da TRAP (proteina de adesdo
relacionada com a trombospondina), estd intimamente envolvida na invasdo do hepatdcito
(KALKAL et al, 2022). Ao contribuir para a interrupc¢do do ciclo do parasito, uma formulacao
vacinal pode agir como ferramenta de controle do agravamento da doenga, impedindo interacGes
capazes de danificar estruturas teciduais (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2013).

Além disso, novas tecnologias surgiram, possibillitando a geracdo de formulages mais
modernas. Algumas dessas novas possibilidades envolvem candidatas vacinais baseadas em
RNA autoreplicavel ou mesmo nanoparticulas (LAURENS, 2021).

Vacinas compostas por RNA autoreplicavel envolvem uma determinada molécula de
RNA, capaz de sintetizar antigenos parasitarios, sendo entregue juntamente com o maquinario
necessario para a replicacdo dessas moléculas intracelularmente. Sua aplicacdo poderia ser em
dose baixa, visto que uma pequena dosagem do antigeno parasitario ja é responsavel por
iniciar a ativacdo do sistema imunoldgico. Este tipo de formulacdo é pensado para maléria a
partir de RNA responsavel por sintetizar o Fator de Inibicdo da Migracdo de Macréfagos
especificos para plasmddio, ou PMIF, secretado pelo parasito para inibir a formacdo de
resposta imunoldgica inflamatéria. Formulacdes deste tipo ainda ndo foram testadas em
humanos (LAURENS, 2021; GARCIA et al, 2018; MAHASE, 2021).

A utilizacdo de nanoparticulas como estratégia vacinal explora o potencial de
estruturas proteicas e peptidicas de interagir com outras moléculas, criando estruturas estaveis
quimicamente. A ideia central nessa formulacdo é unir o maximo de particulas capazes de
interagir com o sistema imune do vacinado, gerando resposta imune robusta, tanto em nivel
celular quanto em nivel humoral (BURKHARD; LANAR, 2015; SCHNEIDER et al, 2021).
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3.1 Os principios do desenvolvimento vacinal

O homem sempre buscou formas de lidar com as patologias que se fizeram presentes ao
longo de sua histéria. Patologias com as quais o homem conviveu por séculos, hoje se
encontram eliminadas do cenario epidemiolégico mundial, ou ao menos em grande parte dele.
Isto se da gracas ao sucesso no desenvolvimento de tecnologia capaz de imunizar humanos
contra determinados agentes patogénicos. A ideia de imunizar as populagdes contra patégenos
remonta a Antiguidade Chinesa e Turca, mais especificamente a partir do século 15, quando se
utilizou fragmentos da crosta seca obtida na pustula da infeccdo por variola em aplicacdo de
técnicas de “inser¢do” ou “inalagdo” em individuos ndo infectados (FERNANDES et al, 2021).

A técnica, cunhada entdo como o nome de como ‘“variolizagdo”, foi o primeiro passo
para a utilizacdo dos processos de vacinagdo. Foi uma pratica eficaz, embora nao regulada ou
sequer segura. Além disso, por ndo ser uma técnica refinada, alguns individuos submetidos a
técnica desenvolveram variola grave, indo a 6bito em cerca de 2% a 3% dos casos
(FERNANDES et al, 2021 apud PLOTKIN et al, 2018).

Apos seculos de desenvolvimento cientifico a primeira vacina antivariélica, como ela é
conhecida atualmente em quesito de tecnologia béasica, foi desenvolvida. Tendo como alvo a
mesma patologia que, durante séculos, foi foco de estudo em contexto de satde pablica. Edward
Jenner, no ano de 1796, desenvolveu a primeira experiéncia vacinal conhecida. Jenner notou
que mulheres que trabalhavam na pratica da ordenha de vacas e que se expunham a animais
infectados com a variola bovina ndo contraiam a variola humana, ou apenas desenvolviam
formas leves da doenca. Isto serviu de base para a constatacdo feita de que o contato com as
feridas, ou pustulas, encontradas nas vacas poderia imunizar os individuos contra a doenca vista
em humanos (FERNANDES et al, 2021).

Para testar sua hipotese, Jenner inoculou uma porcao da secre¢do da pustula da mao de
uma mulher que havia ordenhado uma vaca infectada no braco de um jovem de 8 anos. Como
resultado, o menino foi imunizado, ndo contraindo a doenca apds inoculacdo de material
proveniente de doente de variola humana (FERNANDES et al, 2021).

Pasteur haveria de continuar os estudos de imunologia no sentido de desenvolver técnicas
capazes de imunizar pessoas contra patologias. Em seus estudos, conseguiu atenuar cepas da
bactéria Pasteurella multocida com o intuito de imunizar um grupo experimental de galinhas
contra a cOlera aviaria. Pasteur acreditava que o enfraquecimento de determinados patdgenos
poderia ser utilizado para a geracdo de tecnologia vacinal. Seguindo essa mesma logica,
conseguiu desenvolver vacinas contra a raiva e o0 antraz. Pasteur realizou o
“enfraquecimento”(atenuacdo) de microrganismos a partir de exposicoes a fatores ambientais ou

sucessivas passagens em animais de experimentacdo (FERNANDES et al, 2021).
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Anos mais tarde, as técnicas se modernizaram e novas possibilidades de formulacdo de
vacinas imunogénicas, seguras e eficazes surgiram no contexto da pesquisa cientifica.
Atualmente, diversas metodologias podem ser aplicadas. (FERNANDES et al, 2021).

Uma molécula vacinal pode ser construida como uma vacina atenuada, inativada, feita
com subunidades moleculares como proteinas e polissacarideos, toxdide, ou ainda, conjugada.
Mais atualmente, porém, novas tecnologias como a construcdo de moléculas vacinais com base
no uso de &cidos nucleicos (DNA e RNA), ou mesmo com 0 uso de vetores de natureza viral,
surgem como alternativas eficazes e promissoras no cenario mundial (FERNANDES et al, 2021
apud AFROUGHT; DOWALL; HEWSON, 2019).

Além disso, outros compostos podem ser utilizados para a constituicdo de um
imunobiologico. Substancias cujo uso podem aumentar a eficdcia de uma formulagdo, ou
melhorar suas condigdes de seguranca sob estoque, podem ser utilizadas como constituintes
vacinais: adjuvantes, estabilizante, conservantes e moléculas carreadoras (FERNANDES et al,
2021 apud VETTER et al, 2018).

Adjuvantes sdo “ (...) substancias que podem melhorar e modular a imunogenicidade do
antigeno durante a resposta adaptativa (...)” onde “(...) atuam como estimuladores da resposta
imune contra determinado antigeno (...)”. Estabilizantes sdo utilizados com o intuito de garantir
a estabilidade da molécula vacinal, garantindo sua eficacia mesmo ap0s estocagem por longos
periodos ou apds seu deslocamento até o territorio onde serd utilizada. Essas moléculas
normalmente sdo aminoacidos ou agucares. Conservantes sao moléculas ou substancias capazes
de impedir a proliferacdo de outros microrganismos, como fungos e bactérias. Carreadoras sao
moléculas que apresentam papel de transporte do antigeno principal (alvo molecular da
formulacdo), aumentando a complexidade e imunogenicidade do composto vacinal. Essas
moléculas, comumente, sdo proteinas (FERNANDES et al, p. 40. 2021).

A partir da utilizacdo de todos estes compostos, formulagdes de alta complexidade podem
ser obtidas e entdo submetidas aos devidos ensaios (pré-clinico e clinico) para que seus
parametros de eficacia e seguranca sejam analisados, antes da submissdo as agéncias

reguladoras para a validacdo e posterior uso comercial (FERNANDES et al, 2021).

3.2 Molécula vacinal antimalérica RTS, S e R21/MM

O desenvolvimento de candidatas vacinais se faz em um processo de décadas de estudo da
imunologia da malaria. Proporcionar artificialmente imunidade consistente e robusta contra
uma patologia que, naturalmente, ndo induz imunidade esterilizante até mesmo em moradores
de areas endémicas € um processo extremamente complexo e desafiador (VARO;
CHACCOUR; BASSAT, 2020).
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O desenvolvimento de candidata vacinal para esses parasitos se inicia hd mais de 40
anos. A primeira formulagdo vacinal conhecida para alguma espécie de plasmodio foi
desenvolvida e testada por Jules Freud, no ano de 1945. A molécula vacinal foi desenolvida
com base em Plasmodium lophurae inativado com formalina, associado com éleo de parafina
e Bacillus de Koch. Essa formulagdo, ap0s testes pré-clinicos, utilizando patos como modelos
experimentais, atestou que a candidata era eficaz, gerando protecdo aos animais contra a
infeccdo do parasito na infeccdo de prova (desafio ou challenge), porém, haviam problemas
envolvendo reagdes adversas ao sistema de adjuvante utilizado, o que resultou no descarte da
candidata (FREUD, 1945; ALMEIDA et al, 2021).

Anos depois, em 1967, novos testes pré-clinicos de formulacdo vacinal foram
conduzidos, dessa vez utilizando modelos murinos. Para esse tipo de animal, foi utilizado o
parasito P. berghei. O grupo liderado por Ruth Nussenzweig, na Universidade de Nova York,
conduziu a atenuacdo do parasito utilizando emissGes de raios-X. Os animais foram
inoculados com o parasita inativado e entdo passaram pelo desafio, com a inoculagdo de uma
determinada carga parasitaria de P. berghei ndo atenuados. Os animais ndo foram imunizados
completamente, porém a taxa de sucesso na infeccdo de parasitos invadindo hepatécitos caiu,
indicando que a vacinagdo surtiu efeito impedindo a evolucdo de parte dos até o estagio
hepatico (NUSSENZWEIG, 1967).

Em 1971, um novo estudo de candidata vacinal foi performado na Walter Reed
Military Medical Center, que realizou os primeiros testes clinicos de potencial candidata
vacinal. Utilizando atenuacdo por raios-X, seguindo os estudos de NUSSENZWEIG et al,
esporozoitos de P. falciparum e P. vivax foram utilizados como estimulo vacinal. Um grupo
de seis homens saudaveis foi utilizado e todos apresentaram parasitemia, mesmo que em
baixos niveis, apds inoculacdo de parasitos em repasto sanguineo por mosquitos infectados.

Posteriormente, em 1987, através de parceria com os laboratorios GlaxoSmithKline
(GSK), o Walter Reed Military Medical Center se debrucou novamente em formulacGes
vacinais para malaria (CLYDE et al, 1971). Os sucessivos anos de estudo com antigas
formulagdes, assim como o0s diversos ensaios realizados por todos os pesquisadores que se
dedicaram a estudar a imunologia da infeccdo malarica resultaram na primeira candidata
vacinal antimalarica chancelada pela OMS.

Mais de 30 anos de trabalho, porém, foram necessarios para que uma candidata
vacinal chegasse as fases avangadas de teste clinico. Apos diversas reformulagdes, a vacina
RTS-S, contra P. falciparum, desenvolvida na Bélgica pelos laboratérios GlaxoSmithKline
(GSK), conhecida popularmente como Vacina Mosquirix™, iniciou em 2009 os estudos de
fase trés em paises do continente africano, sendo até entdo a candidata vacinal mais
promissora para utilizacdo em escala global (CROMPTON; PIERCE; MILLER, 2010).
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A formulacdo da vacina RTS, S foi redesenhada inimeras vezes antes de alcangar a
formulacdo atual. A molécula proveniente do parasito sempre foi a CSP, porém essa ja foi
conjugada com outras particulas, como epitopos advindos de toxdide e outros adjuvantes,
como o aluminio (ALMEIDA et al, 2021)

Atualmente, a vacina tem sua formulagdo baseada em uma porcéao da regido central da
CSP, composta pelas ultimas 18 sequéncias de aminoacidos da por¢do NANP (reconhecivel
por células B), além da regido conhecida como Terminal-C (composto por trés epitopos
reconheciveis por células T), totalizando 189 aminoécidos. Como molécula carreadora, que
foi fundida na por¢do CSP, tém-se 226 aminoacidos do antigeno de superficie do virus da
Hepatite B(HBsAQ) (ALMEIDA et al, 2021).

FIGURA 4- Comparacao entre CSP (P. falciparum) e RTS, S

CSP de P. falciparum

Regido TSP II
Epitopo Epitopo Epitopo
A Regido 1 Epitopo B (NANP) TCD4+ TCD8+  TeD4+  GPI
HH, OOH
Regido Terminal-N Regido Terminal Central Regidio Terminal-C

(NANP)
B RTS. S

CSP Dominio S HBSAg

(189 Aminoacidos) (226 Aminoacidos)

Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2021)

Além dessa estrutura molecular, utiliza-se ainda um composto adjuvante. Diversos
foram testados ao longo dos anos de desenvolvimento e reestruturacdo. Cada um deles passou
por testes pré-clinicos e alguns chegaram mesmo a ensaios clinicos, porém a formulacdo mais
promissora é a AS01 (ALMEIDA et al, 2021).

Os resultados obtidos indicaram que a formulacdo RTS, S/ASO1 era mais imunogénica
que as outras testadas, incitando maior resposta especifica advinda de linfocitos T perfil Thl
(STEWART et al, 2006). Com isso, a formulagdo supracitada foi levada adiante em ensaios
clinicos, que chegaram até a fase trés com resultados promissores. Os ensaios foram
conduzidos em oito paises da Africa Sub-Sahariana, com centenas de voluntarios de idade
entre seis semanas de vida até 17 meses. A escolha da faixa etéria caracteristica do publico

infantil reflete a necessidade de imunobiolégicos eficazes no grupo populacional mais
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vulneravel a quadros graves da doenca (THE RTS,S CLINICAL TRIALS PARTNERSHIP,
2014).

Os resultados apds esquema vacinal de trés doses gerou dados que apontam a eficacia
da vacinagcdo em desenvolver protecdo mesmo apds um ano de Ultima dose. Apds esse periodo
de tempo, porém, as taxas de imunoglobulinas com boa eficacia e forca de ligagdo com seus
antigenos especificos (derivados da CSP) sdo reduzidas. As subclasses de anticorpos mais
geradas sdo 1gGl e 1gG3 (em geral, associados a resposta contra antigenos protéicos),
enquanto as subclasses 1gG2 (relacionada a resposta contra antigenos polissacaridicos e de
carboidratos) e 1gG4 (relacionada a processo alérgicos) ndao sdo as imunoglobulinas melhor
desenvolvidas, se apresentando em menores niveis. Além disso, 0 ensaio ainda verificou a
existéncia de alguns efeitos adversos como dor e inchagco no local de aplicagdo da vacina,
alem de febre. Esses efeitos, porém, sdo semelhantes aos desenvolvidos por outras vacinas
aplicadas nesse mesmo publico, ndo representando perigo ou ameaga que supere 0s beneficios
proporcionados pela vacinacgdo (DOBANO et al, 2019; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

Mesmo que essa formulacdo ndo apresente uma boa imunogenicidade por um periodo
maior de tempo, além de sua eficacia durar aproximadamente um ano (com protecéo variavel
entre 31,3% no publico entre 6 e 12 semanas de vida e 55,8% no publico entre 5 e 17 meses),
ela permanece a Unica vacina comprovadamente eficaz em reduzir a mortalidade e taxas de
internacdo por malaria no publico infantil. Sua utilizacdo em territdrio africano pode representar
um avanco significativo no combate ao parasito e na luta contra os altos indices de morte
infantil. (RTS,S CLINICAL TRIALS PARTNERSHIP, 2015).

Os ensaios ainda ativos estudam a aplicacdo de uma terceira dose atrasada e
fracionada. Essa estratégia, em estudos preliminares, demonstrou eficacia de 87% em adultos
sem exposicdo prévia com malaria, apos infeccdo de prova. Atualmente verifica-se essa
eficacia em criancas de Ghana e do Kenya (DATOQOO et al, 2021).

Outros ensaios com novas candidatas vacinais sao importantes para aumentar a gama
de ferramentas contra a infeccdo, de forma que ndo exista apenas uma possivel vacina nas
expectativas dos cientistas. Problemas envolvendo a producdo em larga escala da RTS,
S/AS01 preocupam a comunidade cientifica, no sentido de apenas uma empresa ser licenciada
para a producdo do adjuvante ASO1, limitando a escala produtiva. O baixo fornecimento de
adjuvante, um composto essencial para a formulagéo vacinal, pode ser apresentado como um
fator de complexidade, dificultando a utilizagdo da tecnologia (MOORTHY; BINKA, 2021).
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No dltimo ano, em alternativa ao uso de RTS,S/ASO1, uma nova candidata
demonstrou-se uma boa alternativa: a R21/MM. A formulagéo, também baseada na proteina
CSP, alcancou eficacia de 77% em ensaio clinico fase dois, que utilizou voluntarios com
idade entre cinco e 17 meses de idade. O ensaio foi performado com o periodo de
acompanhamento dos voluntarios pds-vacinacao de 12 meses (DATOO et al, 2021).

Sua estrutura compreende uma proteina recombinante HbsAg (Antigeno do Virus da
Hepatite B) fusionada com a Regido Terminal Central e Regido Terminal C de CSP e com a
Regido Terminal N de HbsAg. Essa formulacdo é complementada com um adjuvante a base
de saponina, chamado de Matrix-M (DATOO et al, 2021). Os resultados obtidos superam a
eficacia maxima (55,8%) obtida pela candidata RTS,S/AS01, sendo a R21 a primeira vacina
a proferir este nivel de eficacia em criangas (RTS,S CLINICAL TRIALS PARTNERSHIP,
2015; DATOO et al, 2021). Essa candidata apresentou ainda menos efeitos adversos, como
dor no local de aplicacéo e febre, que a RTS,S (DATOO et al, 2021).

Apos resultados favoraveis em fase dois, a candidata avancou para fase trés de ensaio
clinico (DATOO et al, 2021). Pode-se dizer que, em perspectiva, essa vacina poderia

substituir a utilizacdo de RTS,S, no futuro.

4 A EXPERIMENTACAO ANIMAL E BIOMODELOS

O wuso de biomodelos na ciéncia contemporanea, debrucada em estudar o
funcionamento morfoldgico e fisiolégico do organismo humano, data da Antiguidade Grega,
com pensadores como Aristételes, Galeno e Hipdcrates. Através da aplicacdo de animais em
suas pesquisas biomédicas, estudos da estrutura e funcionamento de érgéaos, a compreensao de
fendmenos como a respiracdo, a digestdo e o entendimento dos sistemas sanguineos,
tornaram-se possiveis. Nota-se que esse periodo é anterior ao inicio da Era Cristd
(ANDRADE, 2002).

De acordo com SANTOS (2002), o homem, nos primérdios da Antiguidade, propunha
0 uso de animais - pensa-se animais como "cobaias" - com a légica da inferioridade animal,
em que quaisquer outros seres vivos, além do homem, seriam menos evoluidos. Dessa forma,
a experimentacdo receberia legitimidade natural.

Essa logica se manteve vigente durante muitos anos, a partir da perpetuacéo do ideal
de que animais seriam seres incapazes de ter sensacfes de mesma maneira que humanos. A
visdo de que animais sdo seres a parte, ou seja, diferentes dos homens, foi utilizada como base
para a manutengdo do uso indiscriminado e ndo fundamentado de animais na pesquisa
cientifica (RIVERA, 2002).
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Foi somente a partir do surgimento de movimentos de defesa dos direitos dos animais,
iniciados indiretamente com os estudos evolutivos de Charles Darwin, que postulavam que os
humanos seriam animais evolutivamente proximos aos primatas, que a ideia de extender os
conceitos de ética humana até os animais entrou em parte dos debates publicos (RIVERA,
2002).

Durante o Séc. XIX, na Inglaterra, nasceram 0s primeiros grupos que lutavam pela
adesdo do uso de anestésicos nos procedimentos em pesquisa em que seriam utilizados
animais. Logo ap6s o surgimento dessas organizacOes, essa pratica se estendeu pelo
Continente Europeu, chegando na Alemanha, na Franca e em outros paises. A partir dai o
ideal de superioridade humana acerca dos demais animais existente comega a ser posto de
lado pela comunidade cientifica ao redor do mundo. O Reino Unido, como local de
pioneirismo na instituicdo de técnicas que possibilitam a melhororia das condices de
experimentacdo e de bem-estar animal, caracteriza-se como o “ber¢o” do bem-estar animal.
(RIVERA, 2002).

Ao longo desse processo, governos passaram a complexificar, dar origem a legislacdes
acerca do uso de animais, ou a0 menos alterar a forma de enxergar os animais na logica da
pesquisa. Nos Estados Unidos, por exemplo, surgem leis que conferem aos animais direitos de
garantia das suas necessidades naturiais da espécie. Essas leis visam também a protecdo
contra maus-tratos e agressdes fisicas. Na Gra-Bretanha também surgem legislacdes com
configuracdo semelhante. No pais, ao contrario dos EUA que visam prover direitos aos
animais, a legislacdo se baseia na atribuicdo de deveres e responsabilidades ao
experimentador e aos donos de animais, no sentido de responsabiliza-los por possiveis maus
tratos sofridos pelo animal sob sua guarda (RIVERA, 2002).

Ja nos tempos modernos, com o inicio dos estudos na area da bacteriologia, 0 uso de
animais passou a ser encarado como uma ferramenta, ou artefato necessario para a
compreensdo de fendmenos bioldgicos. Com os estudos de Pasteur e Koch, datados do século
XVIIl, o uso de lagomorfos, e roedores se instaurou como base no universo da
experimentacdo. A utilizacdo desses animais tem tamanha significancia que, foi através de sua
utilizacdo que imunobioldgicos contra a Raiva e o Carbunculo surgiram (ANDRADE, 2002).

Com a evolucdo da ciéncia, cada vez mais amparada em estudos comparativos animal-
homem, a ciéncia de biomodelos se firmou como base para grande parte das pesquisas. Tal
fendmeno se intensificou com a necessidade de animais cada vez mais especificos, com
caracteristicas sanitarias e genéticas confiaveis. Dessa forma, os animais foram padronizados
quanto a sua estrutura filogenética, alinhada com a identificagdo das patologias presentes, ou
ausentes, em seus organismos. Surgem entdo os biomodelos SPF (Specific Patogen Free),

gnotobidticos (com microbiota conhecida), e os animais germfree (em traducdo literal, ausente
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de germes) (ANDRADE, 2002).

Com esses debates, 0 maior questionamento na utilizacdo de animais na pesquisa
biomédica surge: existe legitimidade na utilizacdo dos animais? A partir disso a ideologia
vigente se estabelece, de forma a manter aceso durante todo o tempo o objetivo de relacionar
a necessidade da pesquisa com as condi¢fes as quais 0s animais serdo expostos, assim como a
possibilidade de gerar produtos benéficos ao homem e/ou ao animal. O animal é, portanto,
visto como parte integrante do processo de desenvolvimento cientifico, merecedor de atengdo
e cuidado no desenho de quaisquer processos de experimentacdo (RIVERA, 2002).

Porém, a utilizacdo dos animais como parametro ético obrigatério em contexto
anterior a exposicdo de humanos aos procedimentos clinicos na experimentacdo em pesquisa
nem sempre foi uma realidade. Um dos horrores registrados durante a Segunda Guerra
Mundial (1939-1945) foi a utilizagdo de seres humanos como modelos experimentais por
médicos da Alemanha Nazista. Apos o final do periodo de guerra, os médicos responsaveis
pela experimentacdo foram julgados por esses crimes, reconhecidos mundialmente como
atrocidades. Um dos resultados do julgamento foi o0 documento conhecido como Tratado de
Nuremberg (1947), um conjunto de 10 principios éticos na experimentacdo e pesquisa
cientifica (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

O documento foi criado com o intuito de garantir a integridade, satde e dignidade dos
individuos voluntarios em pesquisa clinica, para que ndo mais ocorram as violacdes de
direitos humanos observadas durante o periodo de guerra. O terceiro item do documento
aborda e institui, entdo, que a utilizacdo de animais como modelos necessarios em etapa
prévia aos ensaios é um dos pontos indispensaveis para a garantia da seguranca e da ética em
pesquisa (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

“O experimento deve ser baseado em resultados de experimentacdo em animais € no
conhecimento da evolucdo da doenca ou outros problemas em estudo; dessa maneira, 0S
resultados ja conhecidos justificam a realizacdo do experimento.” (Tratado de Nuremberg,
item 3, 1947)

A partir deste documento, diversos codigos de ética em instituicbes de pesquisa
clinicas foram instituidos, estabelecendo entdo, de fato, a utilizacdo prévia de animais como
obrigacdo ética de toda experimentacdo. No Brasil, um reflexo disso foi a instituicdo da
Resolucdo N° 01 (1988), pelo Conselho Nacional de Saude, em que pela primeira vez um
6rgéo publico brasileiro instaura normas éticas na experimentagdo (SCHUELER, 2020).

Porém, na logica de manter a utilizacdo de animais em niveis ndo exagerados,
estabeleceu-se em 1959, por Russel e Burch, a teoria dos trés “Rs” (reduction, refinament,
replacement). Em traducéo, utiliza-se a ideia da reducdo, do refinamento e da substituicédo.

Com isto, reduz-se 0 nimero de animais utilizados ao minimo para que a pesquisa se
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mantenha viével, assim como se refina 0 método de experimentacéo para que o animal sofra o
menos possivel. O tltimo “R” se refere a ndo utilizagdo do modelo animal, caso haja alguma
técnica ou plataforma alternativa ao seu uso, como cultura de células in vitro, por exemplo
(MOLINARO et al, 2009).

Segundo SANTOS (2002. p. 23), o modelo animal “era aquele animal que melhor
respondia ao experimento e possibilitava a sua reproducdo, de maneira que qualquer
pesquisador pudesse ter acesso aos mesmos resultados.” Essa defini¢do norteia o uso de
animais, que deve ser baseado na escolha correta do modelo para que a experimentacéo ocorra
da maneira desejada e possibilite sua reprodutibilidade, obtendo dados concordantes,
independentemente da equipe responsavel ou do local de realizacao.

Animais também podem ser utilizados com o objetivo, ndo de entender os efeitos de
uma tecnologia, mas sim de compreender a evolucdo de uma doenca. Eles séo utilizados para
estudos de determinadas infec¢fes para que voluntarios humanos, no caso de uma tecnologia
voltada para esse publico, ndo sejam postos em risco, ou sejam afetados negativamente. Tem-
se que a finalidade da pesquisa biomédica € a geracdo de tecnologias benéficas ao homem e
aos proprios animais. Dessa forma, percebe-se que a utilizacdo de animais de laboratorio se
fixa com o intuito de prover o resultado de pesquisa, de forma a ndo expor 0s homens, ou 0s
animais, aos perigos de substancias ou técnicas ainda ndo compreendidas. Qualquer
substancia, que tenha por principio a inoculacdo em humanos, precisa de estudos,
denominados Pre-Clinicos, em animais de laboratério (ANDRADE, 2002).

Como fruto dessa condicdo estabelecida, se pensa entdo na necessidade de minimizar o
sofrimento animal, utilizando, segundo RIVERA (2002), o menor custo de vida e o maior
conforto animal para o ganho em conhecimento, esse que deve beneficiar tanto humanos
guantos animais. A partir da autora, se estabelece a necessidade de equilibrar esses “valores
opostos”.

Somente apds resultados favoraveis em animais, drogas, moléculas vacinais, ou
quaisquer novas tecnologias, poderdo ser submetidas aos testes de desenvolvimento de
natureza clinica. Essa fase, conhecida entdo pela utilizacdo de grupos humanos, se subdivide
em fases um, dois, trés e quatro. O estudo Clinico inicia-se na fase um, com um grupo
candidato humano de porte reduzido. Essa fase busca averiguar a seguranca do composto,
aléem da natureza e caracteristicas da resposta imune induzida. Caso esse estudo obtenha
resultados promissores, 0 mesmo avancara para as fases seguintes, dois, trés e quatro, com
grupos candidatos que possuem numero de participantes crescente (FERNANDES et al,
2021).
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A experimentacdo animal é regida por legisla¢cbes nacionais e internacionais,
elaboradas e mantidas por 6rgdos responséveis na area de monitoramento das condi¢des de
experimentacdo. Da mesma forma que os protocolos de pesquisa com seres humanos Sao
submetidos & um Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e & instancia maxima Comissio de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos (CONEP), os protocolos de utilizagdo de animais devem ser
submetidos & uma Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

Além disso, no Brasil existe ainda uma organizacdo maxima que rege a utilizacdo e o
manejo de animais na pesquisa cientifica, o Centro Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA). Esse 6rgdo vinculado ao Governo Federal é responsavel por emitir
normativas que regulam o uso de animais nos experimentos em andamento, Se caracterizando
como um orgdo deliberativo e consultivo acerca da aplicacdo de biomodelos. O CONCEA
também é responsavel por essabelecer as normas de regulamentacdo necessarias para a
manutencdo de biotérios de todas as naturezas (criacdo, manutencdo e experimentacdo). Como
funcdo primordial, esse 6rgdo também regula quais s@o o0s protocolos experimentais passiveis
de utilizagdo no pais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIENCIA EM ANIMAIS DE
LABORATORIO/SBCAL).

A criacdo do CONCEA ocorreu a partir do sancionamento da Lei N° 11.794, de 8 de
outubro de 2008. Conhecida como Lei Arouca, essa lei, composta por 27 artigos, foi um
divisor de aguas no que tange a utilizacdo de animais em pesquisa e seus parametros éticos de
experimentacdo. Com isso, Orgaos regulatorios como o proprio CONCEA e as CEUAs
adquiriram protagonismo no credenciamento e aprovacdo de estudos utilizando modelos
animais, respectivamente.

O procedimento de padronizacdo e regulacdo dos protocolos experimentais aceitos em
territorio nacional tem como objetivo garantir o bem-estar dos animais utilizados em ensaios
pré-clinicos no Brasil. Os parametros preconizados abrangem desde a manutencdo de boa
alimentacdo e hidratacdo no ambiente de experimentacdo, até mesmo a prevencdo de
enfermidades indesejadas, dor, desconforto advindo de falta de espaco para movimentacao,
assim como a utilizacdo de enriquecimentos ambientais (MOLINARO et al, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece padrdes e
requisitos minimos necessarios para que novas drogas ou candidatas vacinais sejam
licenciadas. Todo o processo pode durar anos, comumente de seis a oito anos, onde diversos
compostos sdo rejeitados, ou aprovados, dependendo das necessidades sanitarias pré-
estabelecidas pelos especialistas que compdem o o6rgdo (FERNANDES et al, 2021). A
ANVISA exige, para a aprovacdo de vacinas, que quaisquer candidatas vacinais passem por
ensaios pré-clinicos e, posteriormente, por trés fases de ensaios clinico (ANVISA, 2020).

Caso exista interesse na exportacdo de uma dada tecnologia, a sua aprovacdo por agéncias
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internacionais como pela Food and Drug Administration (FDA) e European Medicines
Agency (EMA), nos Estados Unidos da América e na Unido Europeia, respectivamente, pode
ser necessaria (FERNANDES et al, 2021).

Dentre as diversas opg¢des de biomodelos disponiveis para os diferentes patdgenos e
metodologias de pesquisa — voltadas para estudos de aquisicdo de imunidade, de
entendimento de ciclo biolégico, de avaliacdo pré-clinica de moléculas vacinais candidatas e
até mesmo de sequelas pés-infeccdo — comumente se iniciam 0s ensaios com biomodelos de
pequeno porte, como 0s modelos murinos (camundongos e ratos), por exemplo (PRATT-
RICCIO et al, 2021).

Esses modelos, além de possuirem tamanho reduzido, facilitando estruturalmente sua
contengdo, alimentagdo e manuseio, possuem longevidade razoavelmente curta, além de
rapido periodo gestacional, o que impulsiona sua reproducdo em biotérios. Porém deve-se
atentar que, modelos murinos convencionais ndo sdo capazes de reproduzir infeccdes
malaricas com Plasmodium classico de infe¢do humana. Para que esses animais consigam
sustentar a infeccdo por plasmodios humanos, € necessario utilizar estratégias de
humanizacdo, obtendo camundongos humanizados, ou seja, quimeras. Existem alguns
modelos de camundongo quimera para P. falciparum (MOROSAN et al, 2006) e P. vivax
(LUIZA-BATISTA et al, 2022), porém determinados modelos podem apresentar
insuficiéncias, como apenas sustentar uma determinada etapa de desenvolvimento do parasito
(MOROSAN et al, 2006). Diante disso, esse tipo de abordagem ainda necessita de mais
avaliacOes e aperfeicoamentos.

Nesse sentido, o estudo da infeccdo malarica em modelo experimental convencional
ndo humanizado se da com os proprios protozoarios murinos. (PRATT-RICCIO et al, 2021)
Esse fator torna seus resultados ndo homologos, ou seja, ndo relacionados diretamente a
realidade de infeccdo malarica da espécie humana. N&o sdo, portanto, 0os animais indicados
para estudos de substancias que sdo visados para uso humano, como em ensaios pré-clinicos
de molécula vacinal candidata (PRATT-RICCIO et al, 2021).

Isto esclarece a necessidade de modelos cujos resultados possam ser comparados a
realidade das infeccGes e caracteristicas patologicas da malaria em humanos. Para essa
conjuntura, faz-se uso dos modelos PNH. Esses animais apresentam estrutura fisioldgica,
morfoldgica e genética semelhante aos humanos, sendo entdo modelos especiais e capazes de
prover os resultados de experimentacdo similares a realidade humana. Isto se soma a
capacidade de alguns modelos primatas de desenvolverem a doenga provocada pelos proprios
protozoarios causadores da malaria humana, desenvolvendo caracteristicas patoldgicas

semelhantes as observadas nos individuos humanos (PRATT-RICCIO et al, 2021).
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5 O MODELO ANIMAL PRIMATA NAO HUMANO

Ao passo que estudos evolutivos se iniciam, surgem também esforgos para relacionar
0s animais, de maneira a determinar grupos semelhantes ao homem. Nesse sentido, animais
com caracteristicas morfofisioldgicas e genéticas semelhantes aos seres humanos passaram a
ser utilizados como base comparativa para aplicacdes e eventos que correspondam a realidade
humana. Os animais mais proximos ao homem nessa classificacdo, conhecida como
Classificagdo Taxondmica, sdo os PNH (ANDRADE et al. 2010).

Esses animais se localizam na mais elevada ordem de mamiferos, dividindo espaco
apenas com o homem. Apresentam como area de origem a faixa tropical do planeta,
abrangendo as Américas central e sul, o continente africano e o continente asiatico. O pais que
abriga a maior riqueza primatolégica é o Brasil, abrigando enorme diversidade ecologica e
genética desses animais (MOLINARO et al, 2009).

Esses animais, da ordem Primatas, se dividem em dois grupos (subordem): Prossimii e
Anthropoidea; O grupo dos Prossimii abarca os primatas encontrados na Ilha de Madagascar,
além da porcao continental do continente africano e em algumas ilhas e paises do continente
asiatico. Evolutivamente, pode-se dizer que sdo menos evoluidos, quando comparados aos
primatas pertencentes ao grupo Anthropoidea, apresentando caracteristicas fisicas como o
focinho alongado, olfato desenvolvido e cérebro de menor propor¢do (PISSINATTI,
GOLDSCHMIDT; SOUZA, 2010).

A subordem Anthropoidea, mais evoluida, agrupa primatas que desenvolveram sua
visdo, seu corpo (de maior porte e com maos e pés desenvolvidos para a habilidade de
manusear objetos) e seu cérebro, porém perdendo parte de sua capacidade olfativa ao passo
que sua face se encurta. Essa subordem se subdivide, ainda, em dois outros grupos: 0S
Primatas do Novo Mundo e os Primatas do Velho Mundo, ou respectivamente Platyrrhini e
Catarrhini (PISSINATTI; GOLDSCHMIDT; SOUZA, 2010).

Os primatas sdo animais de grande complexidade social, onde a l6gica de convivéncia
e reproducdo de cada espécie deve ser respeitada, mesmo em cativeiro/experimentacdo, de
modo com que o0s habitos naturais de cada animal ndo sejam alterados, gerando estresse e
irregularidades nos processos de experimentacdo. Alguns grupos animais vao se organizar em
grupos maiores ou menores, com dominancia de macho Unico para diversas fémeas ou ndo,
além de preferéncias e adaptacOes alimentares proprias (MOLINARO et al, 2009).

Segundo Andrade (2002) devido sua “homologia” com o0 homem, esses animais
passaram a ser criados em cativeiro, com o objetivo de utilizagdo em pesquisa, desde a area de
pesquisa imunoldgica, até o entendimento de fendmenos de contagio. Esses mamiferos, assim
como o0s seres humanos, pertencem a ordem Primates. Essa ordem abriga desde o0 PNH mais

simples, até o primata mais evoluido, 0 homem (Homo sapiens sapiens).
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A partir dos estudos de Wilson e Reeder, em 1993, foi possivel entender que existia
imensa riqueza primatoldgica na natureza, cerca de 270 espécies e subespécies primatas.
Dessa forma, cada animal apresenta suas particularidades morfoldgicas e filogenéticas,
servindo como base para variados estudos em &reas da biotecnologia, medicina, medicina
veterinaria e biomedicina, assim como areas da farmacologia. No inicio da difusdo do uso de
PNH, as areas que mais se utilizavam desses modelos eram a fisiologia, a bioquimica, a
oncologia, o estudo de doencas infecciosas e os estudos da biologia de PNH (PISSINATTI;
ANDRADE, 2010).

Os principais primatas utilizados em pesquisa, em geral, s&o o Chlorocebus aethiops
(Macaco-Verde Africano), Macaca mulatta (Rhesus) e Macaca fasciculares (Cynomolgus)
quando se trata de Primatas do Velho Mundo. Esses animais sdo utilizados principalmente na
area da microbiologia e da virologia, em especial tratando-se de estudos com HIV/AIDS, em
pesquisas de neurociéncia e também de bioquimica/quimica (CARLSSON et al, 2004).

Os modelos primatas podem ser entendidos em trés grandes grupos: os Grandes
Primatas, ou Apes, os Primatas do Velho Mundo e os Primatas do Novo Mundo, ou
Neotropicais (CARLSSON et al, 2004).

Os PNH sao encarados como 0s animais nobres da experimentacdo. Esses modelos,
por serem classificados como “ndo convencionais”, sao dotados de pesadas legislacdes, que
apenas legitimam sua utilizacdo a partir de comprovaces contundentes que apenas esses
modelos sdo capazes de prover a melhor resposta para a pergunta que esteja sendo feita em
uma pesquisa de experimentacdo (RIBEIRO-ANDRADE, 2002).

ApoOs constatacdo de que apenas esses modelos podem responder as perguntas feitas
em dada pesquisa, a selecdo da espécie utilizada dependera diretamente do cunho adotado
pelo ensaio. Caso se deseje realizar um ensaio baseado na utilizacdo de agentes etioldgicos de
doencas tropicais, os melhores primatas sdo os neotropicais, modelos que comprovadamente
sdo melhor adaptados a esses tipos de enfermidade (RIBEIRO-ANDRADE, 2002).

Esses modelos apenas serdo utilizados caso modelos convencionais, como
camundongo e lagomorfos, ndo possam ser aplicados em dada experimentacdo. Seguindo a
tendéncia de proximidade com a espécie humana, os modelos primatas podem simbolizar,
também, alto risco bioldgico, principalmente em seu manuseio. Por isto, 0 acondicionamento
desses animais tende a ser mais custoso financeiramente, em virtude das necessidades
especificas de temperatura, luminosidade, umidade e mesmo de espaco fisico, especificas para
cada espécie. Deve-se ter em mente que 0 sucesso de processos de experimentacdo com esses
animais esta diretamente relacionado com a qualidade do manejo realizado, assim como as
praticas de vigilancia sanitdria realizadas a partir de constantes avaliagdes clinicas e

laboratoriais dos animais em cativeiro, garantindo sua plena saude e condi¢des de vida
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(RIBEIRO-ANDRADE, 2002).

Além dos fatores ligados a seguranca (para animal e experimentador), existem,
também, as necessidades de enriquecimento ambiental adaptadas para cada uma das espécies
de primata. Esses fatores influenciam para a redugdo do estresse associado ao processo de
experimentacdo ou do manejo em cativeiro (RIBEIRO-ANDRADE, 2002).

Manter os modelos animais com as menores taxas de estresse € necessario, tendo em
vista que esse é um fator determinante para o surgimento de patologias capazes de prejudicar
a salde da colbnia ou do grupo de animais utilizados na pesquisa (RIBEIRO- ANDRADE,
2002).

Como esses animais apresentam diversas espécies em contexto de experimentacgdo,
dependendo do agente etioldgico a ser utilizado, suas caracteristicas e necessidades minimas
podem variar. A literatura abarca desde PNHs que apresentam como peso normal menos de
1.000 gramas, até animais de mais de 25.000 gramas, necessitando de 150cm? ate 750cm? de
piso em gaiola. Além disso, a altura minima em centimetros recomendada das gaiolas de
manutencdo desses animais em laboratorio pode variar de 50,8cm até mais de 90cm. Cada
experimentacdo necessita de um modelo animal especifico, que deve ter suas necessidades
minimas atendidas de acordo com os orgaos regulatorios (MOLINARO et al, 2009).

Obedece-se a légica de que quanto maior o animal, maior seu espaco e necessidades
alimenticias necessarias. Isto deve ser levado em conta também para o planejamento de custos
de um projeto de experimentacdo que va manter grupos animais por longos periodos de tempo
(MOLINARO et al, 2009).

5.1 Apes (Grandes Primatas)

Os Apes seriam os melhores modelos, em especial para ensaios pré-clinicos de
molécula vacinal, em vista que dentre os primatas, sdo 0s animais mais proximos aos
humanos. Porém, apresentam rigorosa legislacdo de uso, sendo mesmo proibidos de serem
utilizados na maioria dos paises. Sua dificuldade de manuseio também é relevante, pois
apresentam grande porte, necessitando de espacos significativos, além de maior quantidade de
alimento. Sdo animais de baixa fecundidade, o que dificulta sua reproducdo em cativeiro.
Além disso, em quase totalidade, se encontram em perigo de extingdo na natureza. Todas
essas caracteristicas 0s tornam animais de alto custo. Por isso, ndosdo amplamente difundidos
em experimentacdo (PRATT-RICCIO et al, 2021).



47

5.2 Primatas do Velho Mundo

Esses animais, da subordem Catarrhini, podem ser encontrados no territério que
compreende o continente africano, assim como em parte do continente asiatico e suas ilhas.
Alem disso, existem na regido de Gibralltar (Macaca sylvanus), ap6s uma provavel
introducdo artificial originaria do norte do continente africano, e no Japao (duas subespécies
de Macaca fuscata) (PISSINATTI; GOLDSCHMIDT; SOUZA, 2010).

Essa subordem foi muito estudada, sendo rearranjada em 2001, quando GROVES
(2001) classificou as principais familias como Cercopithecidae, Hylobatidae e Pongidae-
Hominidae (classificados juntos). A familia Cercpithecidae agrupa os géneros mais utilizados
em pesquisa, destacando o género Macaca e Papio). Essa familia apresenta morfologicamente
dois pré-molares, além de dentes cuspides reunidos em transversal. Sua denticdo, em geral, é
maior em machos e sua locomogédo é quadripedal. Podem ndo apresentar cauda, como nos
representantes de Hominidae (Pongo, Gorilla, Pan e Homo). Em alguns animais pode-se
observar também tuberosidades isquiaticas (Macaca, Cercopithecus e Papio) e/ou inchaco
vulvar e secrecdo no periodo reprodutivo (PISSINATTI; GOLDSCHMIDT; SOUZA, 2010).

Os principais primatas utilizados sdo Macaca mulatta (rhesus) e outras espécies como
M. fascicularis e M. nigra, assim como M. nemestrina, mesmo que em propor¢cdes menores
quando comparadas as primeiras espécies citadas do género Macaca (género mais
significativo e utilizado na pesquisa medica). Esses animais foram capturados em larga escala,
muitas das vezes com o intuito de utilizacdo em fundacéo de coldnias para abastecer a enorme
demanda dos laboratdrios de experimentacdo. Esse processo resultou na preocupante situacao
atual, em que diversas espécies desse género se encontram sob risco de extingdo em seu
habitat natural (PISSINATTI; GOLDSCHMIDT; SOUZA, 2010).

Os primatas do velho mundo, mesmo sendo alternativas ao uso dos grandes primatas,
também encontram barreiras semelhantes. Embora sejam menores gque 0S apes, € mais
acessiveis em matéria de custo de aquisicdo e manutencdo, ainda necessitam de espacos e
condicdes de habitacdo significativas. Além disso, ainda apresentam alta expectativa de vida e
longos periodos de gestacdo. Também sdo animais classificados como de cara manutencdo em

experimentacdo e mesmo em cria¢do (PRATT-RICCIO et al, 2021).

5.3 Primatas do Novo Mundo

Os Platyrrhini s@o animais que ocorrem na regido neotropical do globo, que se estende
do norte da Argentina até o sul do México, abrangendo a maior parte da América do sul e
central. As cinco familias principais que compreendem essa subordem sdo: Callitrichidae,
Cebidae, Aotidade, Pithecidae e Atelidae (PISSINATTI; GOLDSCHMIDT; SOUZA, 2010).
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As principais caracteristicas que definem esses primatas sdo a presenca de trés pre-
molares, nariz achatado com narinas abertas para os lados e cauda longa. Os Cacajao sdo
excecdo, pois apresentam cauda encurtada e preénsil em alguns géneros (PISSINATTI;
GOLDSCHMIDT; SOUZA, 2010).

6 PRIMATAS NAO HUMANOS NA PESQUISA EM MALARIA

No contexto de experimentacdo com parasitos causadores de malaria, os simios
utilizados dependerdo da natureza da pesquisa a ser realizada. A descoberta de infeccGes
maléricas em Orangotangos (por Plasmodium pitheci) na natureza, por Laveran em 1905, foi
essencial para o inicio dos estudos acerca da inoculacdo de parasitas em primatas, ja que
mostrou que PNH poderiam servir como modelos de estudos da doenca. Logo em seguida,
outras espécies de primatas foram encontradas em processo de parasitismo por Plasmodium
spp. (HALBERSTADTER; VON PROWAZEK, 1907).

Foram observados pela primeira vez, o Plasmodium inui e o P. cynomlgi em M.
fascicularis e, desde entdo, cerca de nove espécies de plasmodio simianos ja foram descritas,
incluindo duas espécies de primatas neotropicais (do Novo Mundo), duas espécies em
Lémures em Madagascar e uma espécie parasitando Macacos Verde Africano
(MARTINELLI; CULLETON, 2016).

O Chimpanzé (Pan troglodytes) € um modelo possivel, ja que pode ser infectado por
inoculacdo de todas as espécies de Plasmodium conhecidas por causar malaria em humanos,
com a excecdo apenas do Plasmodium knowlesi. Seu uso, porém, é proibido, assim como o
uso de todos os outros Apes, pela Unido Europeia. Nos Estados Unidos seu uso também é
restrito (ALTEVOGT et al, 2012).

FIGURA 5- Fotografia de Chimpanzé (Pan troglodytes)
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Esse primata foi utilizado por Daubersies et al (2002), em ensaio pré-clinico para a
avaliacdo da imunogeinicidade de moléculas baseadas em Antigeno de Estagio Hepético 3
(LSA-3) de P. falciparum. Nove animais foram utilizados e em seis deles foi constatada a
formacdo de resposta protetora apds a realizacdo da prova de infeccdo (desafio) com
inoculagdo de esporozoitos viaveis.

Ainda dentre os Primatas do Velho Mundo, o Rhesus também pode ser utilizado em
ensaios vacinais. Em 1945, o grupo de Freud (1945), que realizou ensaios vacinais em patos
(j& debatido no capitulo 3), realizou novos testes, dessa vez com P. knowlesi, utilizando a
mesma logica de formulacdo utilizada anteriormente. Os resultados obtidos, porém, foram
concordantes com os testes realizados anteriormente no grupo experimental de patos no que
tange a efeitos adversos (FREUD, 1945; ALMEIDA et al, 2021).

FIGURA 6- Fotografia de Rhesus (Macaca mulatta)

IR

Fonte: Einar Fredriksen, 2009)

Ainda com esse modelo, Nussenzweig et al (1971) repetiu 0 ensaio experimental
realizado em candidatos humanos. Os resultados obtidos foram semelhantes, o que confirma a
capacidade do modelo em prover resultados com homologia a0 homem (ALMEIDA et al,
2021).

O ensaio pré-clinico da candidata RTS,S, que obteve aprovagdo protocolar para a
experimentacdo pelo Institutional Animal Care and Use Committee (Comité Institucional de
Uso e Cuidado de Animais) no ano de 2006, também utilizou esse modelo. O objetivo do
experimento era avaliar o melhor adjuvante para a formulagdo vacinal. Em macacos Rhesus,
quatro formulagdes de adjuvantes foram testadas: RTS, S/AS01, RTS, S/AS02, RTS/S/AS05
e RTS, S/IAS06 (STEWART et al, 2006).
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Os primatas utilizados, de origem indiana, foram selecionados de acordo com seu
status sanitario (SPF), ndo podendo ser portadores de retrovirus simio. Além disso, também
ndo poderiam ter tido contato prévio com algum protozoéario do género Plasmodium. Tinham
cinco anos e meio de idade média e apresentavam peso médio de cinco quilogramas e
quatrocentas gramas (STEWART et al, 2006).

Os animais, todos portadores de condicGes fisioldgicas saudaveis, que totalizavam
quarenta e oito primatas, foram dividos em seis grupos, cada um designado para uma
formulacdo vacinal, além de um grupo utilizado para um esquema de vacinacdo especial
(acelerado). Um dos grupos foi inoculado com solucdo salina, para atuar como grupo
controle. Os animais foram agrupados de maneira a balancear a idade, género e peso nos
grupos. Os testes foram randomizados e até o fim da pesquisa foi utilizada a l6gica do duplo-
cego (STEWART et al, 2006). Os resultados do ensaio ja foram debatidos anteriormente.

Dentre os modelos primatas, apenas alguns neotropicais sdo capazes de serem
utilizados como modelos simios em estudos que envolvam a inoculagdo de parasitos
causadores de maléaria humana (P. falciparum, P. vivax e P. malariae). Em outros modelos, o
protozodario precisaria ser adaptado, ja que os parasitas humanos, em condi¢fes normais, ndo
os infectariam. Apenas o protozoario Plasmodium ovale ndo se adapta aos modelos de PNH
neotropicais. Todos 0s objetos de estudo envolvendo a maturagdo do protozoario em estagios
extraeritrocitico ou eritrocitico, a formacdo de gametdcitos, a capacidade de infeccdo por
inoculacdo de esporozoitos ou por eritrocitos infectados, dependem diretamente da escolha
do modelo condizente com a espécie de protozoario a ser inoculada (COLLINS, 1992;
COLLINS, 2002).

Os primatas neotropicais, em geral de menor porte, com necessidade de menores
volumes de alimento e dimencdes menores de gaiola, quando comparados aos outros modelos
primatas do velho mundo. Com isso, sdo as melhores alternativas devido seu manuseio
facilitado. Sdo animais amplamente difundidos na fauna Sul-Americana, especialmente em
territorio brasileiro, onde grande parte desses animais ndo se encontra em perigo de
extingdo (PRATT-RICCIO et al, 2021).

Os principais primatas desse grupo caracterizados pela capacidade de sustentar a
infeccdo por plasmodios sdo os modelos do género Saimiri e Aotus, sendo esses primatas,
inclusive, os modelos recomendados pela OMS para ensaios pré- clinicos de moléculas
vacinais (PRATT-RICCIO et al, 2021).

O modelo do género Aotus se destaca, porém, como o melhor modelo simio para
inoculacdo de esporozoitos ou eritrocitos infectados, devido & sua alta suscetibilidade de
infeccdo por ambas as formas do protozoario. Isto ocorre tanto com parasitos Plasmodium

falciparum, quanto Plasmodium vivax, sem que haja a necessidade de realizar a esplenectomia
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no animal (HERRERA et al, 2002).

Animais da espécie Aotus nancymai ndo esplenectomizados foram utilizados por
Hisaeda et al (2002), em ensaio pré-clinico de avaliacdo de imunogenicidade de candidatas
vacinais baseadas nas moléculas MSP-1 e MSP-3. O ensaio consistiu na vacinagdao de dois
grupos animais, com seteanimais cada, com duas doses de imunizante. Apos a realizacdo da
infeccdo de prova com a inoculacdo de eritrocitos infectados por P. falciparum cepa FVO,
constatou-se que cinco dos sete animais imunizados com MSP-1 adquiriram protegdo. Com
relacdo aos animais imunizados com MSP-3, seis dos sete animais foram protegidos.

FIGURA 7- Fotografia de Macaco-da-Noite (Aotus infulatus)

Fonte: Centro Nacional de Primatologia (CENP)

Os modelos Saimiri spp também podem ser utilizados, provendo altas taxas de
infeccdo por P. falciparum e P. vivax (COLLINS, 2002). Porém, a esplenectomia nesse
modelo era um procedimento necessario para que o animal apresente alta parasitemia em
inoculacdo de eritrcitos infectados (CONTAMIN et al, 2000).

FIGURA 8- Fotografia de Macaco de Cheiro (Saimiri sciuereus)

Fonte: Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio)
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Com isso, Cunha et al (2017) propuseram uma nova estratégia para a obtengdo de
parasitemia significativa nesse modelo: a esplenectomia quimica como alternativa a cirurgia
propriamente dita. A utilizacdo de lipossomos clodronato como tratamento paralelo ao
processo de infeccdo foi testada como possivel estratégia alternativa a cirurgia de
esplenectomia. O tratamento proposto, embora consiga reduzir a atividade celular contra
formas do parasitéario no tecido, mantém as funcgdes fisioldgicas gerais do 6rgédo.

A molécula consiste em um envelope lipidico contendo um componente bifosfato que,
ao ser fagocitado por macréfagos, pode induzir o perfil pro-apopt6tico na célula ou inativam
suas funcdes metabdlicas. Esta droga mostrou resultados no processo de deplecdo de
macrofagos e monocitos (CUNHA et al, 2017 apud VAN ROOIJEN; VAN
NIEUWMEGEN, 1984; MATHES et al, 2006; KIM et al, 2008)

Os animais tratados com lipossomos clodronato apresentam maior parasitemia quando
comparados com animais ndo tratados. Em conjunto, a fagocitose de hemozoina por
leucocitos fagociticos € menor em animais tratados (CUNHA et al, 2017).

Animais da espécie Saimiri boliviensis foram utilizados por Collins et al (2000), para a
avaliacdo de imunogeinicidade de candidatas vacinais baseadas nas moléculas RAP-1
(Proteina 1 Associada ao Rhoptry de P. falciparum) e RAP-2 (Proteina 2 Associada ao
Rhoptry de P. falciparum), utilizando diferentes adjuvantes. Apds a realizacdo da infeccdo de
prova, trés dos seis animais vacinados com molécula hibrida de PfRAP-1 e PfRAP-2, com
adjuvante Freund's, ndo necessitaram de tratamento com antimaléricos. Ja quatro de seis
animais vacinados apenas com RAP-2, com adjuvante Montanide ISA720, ndo necessitaram
de tratamento.

Dentre os primatas do género Aotus, 0 A. griseimembra (encontrado principalmente no
norte da Colémbia) se destaca como um modelo de alta capacidade de geracdo de infeccédo
maldrica, tanto por vias eritrociticas (sangue infectado de um doador), quanto pela via de
inoculacdo de esporozoitos. Esse animal, porém, é de dificil obtencdo, sendo menos utilizado
em pesquisa. Em paralelo, o modelo A. infulatus se destaca como um modelo de facil
obtencdo no contexto da Amazdnia Brasileira, sendo mais utilizado no Brasil para pesquisas
de experimentacdo (PRATT-RICCIO et al, 2021).

Esse modelo, esplenectomizado ou ndo, pode prover bons resultados de parasitemia. E
necessario pontuar, porém, que animais esplenectomizados podem ndo conseguir controlar o
avanco da parasitemia, em vista que as células do baco sdo importantes agentes de resisténcia
a infeccdo malérica. Nesse caso, pode ser necesséria a utilizagdo de drogas antimaléricas
durante os procedimentos de experimentacdo. Ja os modelos ndo esplenectomizados possuem

a capacidade de regular naturalmente a parasitemia, mantendo-a em niveis baixos, embora
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desenvolvendo quadros mais graves de anemia. Esses modelos podem servir, para além dos
ensaios pré-clinicos vacinais, também para a analise do processo de desenvolvimento clinico
de quadros de anemia grave, com queda de até mais da metade das taxas normais de
hematécrito (HERSHKOVITZ, 1983) (COLLINS et al, 1996).

Os animais utilizados em pesquisa de infeccdo via inoculagdo de material infectado
possuem ainda a tendéncia a adquirir imunidade, mesmo que parcial. Isto pode ser Util para a
obtencdo de soro rico em anticorpos (imunoglobulinas) necessarios para ensaios imunoldgicos
(PRATT-RICCIO et al, 2021).

Caminhando nesse sentido, foi possivel analisar a0 menos trés possibilidades de uso
para 0s modelos Aotus: utilizacdo em ensaios pré-clinicos de candidata vacinal, utilizacdo em
inoculacdo de patogeno para a analise do processo infeccioso e obtencdo de soro hiperimune
(PRATT-RICCIO et al, 2021).

Esses animais podem ainda ser utilizados, a partir da aplicacdo de técnicas moleculares
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em conjunto com o0 processo de
experimentacdo com inoculacdo de patdgeno, ou com a avaliagdo de imunogeinicidade
molécula vacinal. Isto pode ser feito para a avaliacdo dos processos de resposta inflamatoria,
humoral e celular na presenca de antigenos e imunogenos. A PCR feita com primers
especificos para genes relacionados a expressdo génica de moléculas do sistema imunologico,
como a interleucina-12, ou o interferon-gama, pode ser utilizada visando compreender a
producdo dessas moléculas em estagios diversos do processo infeccioso. Essas informacgdes
podem servir para o entendimento do processo imunologico paralelo a geracdo de quadro
patologico, contribuindo para a compreensao integral da infeccdo e seus fendmenos derivados
(PRATT-RICCIO et al, 2021).

O desenho dos primers utilizados em PCR na l6gica de analise da infeccdo malarica
em modelos primatas Aotus e Saimiri poderia, em tese, ser feito com base na estrutura
gendbmica humana, porém as diferencas filogenéticas, mesmo que poucas, entre humanos e
primatas ndo humanos, interfere em sua eficiéncia. Nesse caso, o desenho dessas moléculas,
pensando na estrutura genética propria e especifica dos PNH a serem utilizados em
determinada pesquisa, é necessario. Cada animal apresenta suas particularidades, sendo
importante seu entendimento para a boa realizacdo das praticas desejadas, prezando pela
maior qualidade possivel das respostas obtidas (PRATT-RICCIO et al, 2021).
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7 CONSIDERAQC)ES FINAIS

Diante dos nUmeros ainda alarmantes de infeccdo e morte por maléaria, ©
desenvolvimento de vacinas desponta como estratégia chave no combate a doenga, para além do
tratamento com antimaléricos e combate vetorial com inseticidas de efeito residual. A grande
questdo debatida por pesquisadores que buscam candidatas vacinais para tal patologia é a
dificuldade em desenvolver uma formulagéo ideal, ou seja, com capacidade de induzir resposta
celular e humoral robustas que consigam propiciar uma imunidade esterilizante nos pacientes
imunizados.

A dificuldade do desenvolvimento dessa tecnologia repousa em diversos fatores
intrinsecos do patdgeno — como a grande diversidade antigénica e molecular do parasito, capaz
de evadir a resposta imunoldgica, — especificos da escolha do modelo animal — a partir das
caracteristicas de experimentacao peculiares de cada modelo — e particulares de cada paciente —
levando em consideracdo caracteristicas enddgenas e exdgenas —, como status imunitarios e
nivel de exposicéo aos antigenos parasitarios, a partir da regido de moradia.

Adicionalmente, os parasitos do género Plasmodium possuem uma enorme diversidade
molecular, de forma que cada cepa do parasito induz um perfil imunolégico que dificilmente
protegera contra outras cepas ou outras espécies. Além disso, a dificuldade na aquisicdo de
qualquer grau de imunidade, fazendo com que apenas pacientes intensamente expostos a
infeccdo por um grande periodo, é um ponto que ndo pode ser deixado de lado no estudo da
imunologia da malaria. Com isso, pode-se dizer que uma boa molécula vacinal, com pretenséo
de induzir resposta imune para mais de uma espécie do parasito, deveria conter antigenos
multiplos, ou seja, imundgenos que correspondam a diferentes estruturas parasitarias de espécies
diversas. Porém, a principal necessidade de uma candidata vacinal é a capacidade de proteger
contra a infeccdo por P. falciparum, principal agente causador de mortes por malaria no mundo.

Em paralelo, a escolha do modelo experimental a ser utilizado em ensaios experimentais
depende de fatores como a presenca ou ndo de pesada legislacdo e complexa norma de
experimentacdo, a capacidade de custeio dos animais e de suas necessidades de vida (bom
espaco de gaiola, boa alimentacdo e enriquecimento ambiental), a presenca de profissionais
experientes e habilitados para o manuseio destes animais, além das caracteristicas de
experimentacdo que envolvem a susceptibilidade a infeccdo do animal escolhido por
determinada espécie de parasito.

Diversos animais podem ser escolhidos para utilizacdo, porém os primatas sdo 0s
animais capazes de desenvolver a infeccdo por plasmddios humanos com fidelidade ao
observado em humanos, destacando-os como os modelos melhor adaptados para o estudo da

relacdo parasito-hospedeiro em contexto de ensaios vacinais.
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Os primatas de maior porte, como os Chimpanzés, podem ser utilizados e proverdo bons
resultados, respondendo bem aos ensaios vacinais e a infecgdo de prova. As questfes de pesada
legislacdo que envolvem seu uso, assim como de outros primatas superiores, séo um empecilho
para sua utilizacdo em larga escala em ensaios de experimentagdo. Primatas do Velho Mundo,
como o Rhesus, também sdo aplicaveis, embora também ja enfrentem questdes de pesada
legislacéo.

Pode-se destacar, entdo, a importancia dos modelos neotropicais, animais capazes de
sustentar o desenvolvimento da infeccdo, além de serem ferramentas Uteis na obtencdo de dados
referentes aos efeitos de candidatas vacinais com alta homologia com a espécie humana. Estes
animais possuem ainda outras conveniéncias, como Seu porte reduzido e custo menor de
manuseio e manutencdo, quando comparado com animais de grande porte como o0s primatas do
velho mundo. Além disso, sdéo modelos com menos entraves burocraticos, quando comparados
aos Primatas do Velho Mundo mais utilizados em pesquisa. Sdo também animais abundantes na
fauna brasileira, o que facilita sua utilizagcdo em instituicdes nacionais.

Além disso, a preferéncia ou ndo pela cirurgia de esplenectomia, a depender da espécie
de primata neotropical, pode ser peca chave para a obtencdo de dados completos no que diz
respeito a complexidade da producdo de resposta imunolédgica (pensando na preservacdo ou ndo
do tecido esplénico)

Tratando das caracteristicas individuais de cada paciente, o status imunitario (imunidade
parcial pré-existente) e a exposicdo a antigenos parasitarios diversos em area endémica, sdo
aspectos capazes de alterar a eficacia da imunizacao.

Com isso, pode-se dizer que os esforcos na tentativa de desenvolver novas candidatas
vacinais para malaria devem ser mantidos e priorizados pela comunidade cientifica mundial, de
forma a visar o desenvolvimento de formulacGes com maior chances de sucesso. Esse trabalho é
indispensavel para que o objetivo de eliminacdo da malaria até o ano de 2030, em solo

brasileiro, seja alcancado.
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