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La malaria es la enfermedad parasitaria mas imporpartgenerar anualmente, cerca de 500
millones de casos en todo el mundo y alrededor de tres millones de muertes en solo Africa, lo que
produce un impacto extraordinario sobre el producto interno bruto (PIB) de los paises endémicos
de ese continente y un riesgo creciente para los viajeros a paises endémicos en los tropicos. Mas
de 10.000 turistas de Norte América, Europa y Jap6n contraen malaria cada afio en estos paises.
Las estrategias clasicas de control han fallado por lo que se considera prioritario el desarrollo de
nuevos métodos para combatirla. Dado que las vacunas representan el método mas eficaz para
prevenir enfermedades infecciosas, actualmenbase uresfuerzo significativo en el desarrollo
de vacunas, principalmente contra la malaria ocasionad®lpemodium falciparuny por P.
vivax,que son las especies predominantes en el mundo. Las estrategias de disefio son multiples y
abarcan desde la utilizacidn de paréasitos atenuados hasta el andlisis sistematico del genoma del
parésito en busca de blancos vitales para el mismo. Aqui se resumen aspectos relevantes del
trabajo realizado en el Instituto de Inmunologia del Valle y en el Centro Internacional de Vacunas
en el desarrollo de una vacuna eficaz.
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Abstract

Malaria represents the most common parasitic disease worldwide producing an estimated burden
of 500 millions cases and about 3 million deaths every year in Africa only. It has an enormous
impact in the Gross Domestic Product (GDP) of malaria endemic countries from that continent and
represents a challenge for international travelers since it has been estimated that more than 10,000
travelers from North America, Europe, and Japan contract malaria every year. The limited success in
the classical strategies for malaria control has prompted the design of new methods to fight malaria.
Vaccination represents the most efficient method to prevent infectious diseases; therefore, a great
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deal of effort is being invested in the development of a malaria vaccine that may control both
Plasmodium falciparunmand P. vivax,the most prevalent malaria species worldwide. Multiple
strategies that include from the use of attenuated parasites to the systematic analysassohttum
genome in search for vital parasite targets are being used. Here the contribution of the Instituto de
Inmunologia del Valle and the Centro Internacional de Vacunas from Cali (Colombia) for the
development a malaria vaccine is described.

Key words: Plasmodiummalaria, immunity, vaccines.

Introduccion resistencia de los mosquitos al DDT, insecticida

. L ~controversial por su toxicidad aunque efectivo y econ6-
La malaria en una enfermedad de transmision vectorial, picoss. E| reemplazo de medicamentos e insecticidas

causada por parasitos del genBrasmodiurny transmiti- elevd los costos de las campafias antimaléricas hacién-
da por mosquitos del géneAnophelesActualmente, la gojas poco viables para los paises endémicos y de bajo
malaria representa la enfermedad parasitaria de Mayoringreso per capita. En 1975 la OMS promovié el desa-
importancia mundial al generar cerca de 500 millones de q]10 de estrategias alternativas de control espe-
casos/afio en todo el mundo y cerca de 3 millones de muer-cificamente para mejoramiento del diagnéstico, del
tes en solo Africé. Estas cifras explican el hecho por el {ratamiento y el desarrollo de vacunas. Dada la impor-
cual, el producto interno bruto (PIB) de los paises donde (4nia que juegan las vacunas en el control de las enfer-
la malaria es prevalente, se haya reducido en 50% durantemedades transmisibles y su balance positivo de costo/
los Gltimos 20 afios, comparado con el de los paises nNopeneficio, al igual que varios avances tecnol6gicos si-
malaricod. Adicionalmente, existe una poblacion de via- ultaneos motivaron en las dos Gltimas décadas, la ini-
jeros creciente en riesgo de contraer la malaria; la Organi- ¢iacign de una era de investigacion dinamica orientada

zacion Mundial de Turismo, registro en el afio 2000, cerca 5 gesarrollo de vacunas. En este periodo se hizo posible
de 17 millones de viajeros al Africa, 19.8 millones a Cen- ¢ tivar el P, falciparumen el laboratorio, se desarroll6

tro y Sudamerica, y 46,6 millones al Sudeste Asiétise la tecnologia de hibridomas que permite la produccién
estima que mas de 10.000 viajeros de Anlerlca del Norte, ye anticuerpos monoclonales en escala industtiae
Europa y Japon contraen malaria cada afio. progreso significativamente en ingenieria genética, par-

ticularmente en las técnicas de ADN recombinante que
facilitan la expresion de proteinas malaricas en sistemas
bacterianos o de levaduta¥, se mejoraron las técnicas

No obstante la mayor abundancia global kel
falciparumy la gravedad de la enfermedad producida por
esta especie, @. vivaxes el parasito mas frecuente en el
continente americano, en donde paises como Brasil y Co-
lombia presentan la mayor incidencia de la enfermedad.
El P.vivaxgenera alrededor de 70-100 millones de casos
clinicos que representan alrededor del 20% de la malaria
mundiaf, pero ha tenido una expansién sostenida los ul-
timos 30 afios y ha comenzado a mostrar resistencia a los
tratamientos estandarizados. Adicionalmente esta espe-
cie se caracteriza por recidivas debido a la permanencia
crénica del parasito en forma de hipnozoitos, en el tejido
hepaticé. (Figura 1).

La campafia mundial de erradicacion de la malaria
desarrollada conjuntamente entre la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) y los gobiernos de los paises
endémicos fue exitosa inicialmente y muchas areas bien
definidas de paises endémicos lograron su erradicacion;|
sin embargo, en la década de los 70 aparecieron pardsiy At s ek e tererier se mare Dats e 200
tos resistentes a la Cloroquina, droga de gran efectivi-
dad y bajo costo, y casi simultaneamente, se produjo Figura 1. Distribucién global de malaria
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de sintesis peptiditay finalmente se establecié la tec- glébulos rojos. La ruptura de los glébulos rojos infecta-
nologia de vacunas de ADN desnifdo dos y la liberacién de antigenos solubles del parasito al
plasma parecen ser los culpables de la induccion de estos
licado debido al lizlo de vida del sintomas. Si la infeccién no es tratada oportunamente, la
ISD(I) muydqompllca ? e dl (')da comp e;fm: 0 de vi 6}, T, enfermedad puede progresar y desarrollarse como una for-
lasmodiumel cual se divide en una tase de multiplica- 1,5 ge falla multi-sistémica severa que puede terminar en
cion sexual en el mosquito (ciclo esporogdnico) y otra de |5 muerte del paciente. En este complicado ciclo del
crem[)mednto asexual quel rs]e déesarrlolla en uln hl,JeSIpedPlasmodiumhan sido identificados tres posibles blancos
vertebrado, prlmeLro lf'n € 2Ig'ad9 y uegolen. a C|Ircq 3~ para el desarrollo de vacunay:el pre-eritrocitico, cuyo
clon sanguinea. La Figura 2 indica como fa inoculacion y4qye0 evitaria la invasion del parasito y futuro desarro-
de esporozoitos por el mosquito, da inicio a la invasion llo en el higadob) el sanguineo donde se limitaria su
del parasito al higado del humano y luego de su multipli- o a5j6n v desarrollo dentro del glébulo rojo y protegeria
cacion se transfiere a los globulos rojos en circulacion. ., individuo contra las manifestaciones clinicas)yel
ESt? ?rOFeso sel acompana %e cambios contmluos €N SYntestino del mosquito donde se limitaria la fertilizacion
morfologla y en la expresion de antigenos que le permi- yq |5 formas sexuales del parasito bloquearia directamen-

ten escapar de la respuesta inmune del huésped. Algunosg |5 transmision de la infeccion en las comunidides
parasitos sanguineos se diferencian sexualmente y son

tomados nuevamente por el mosquito para continuar la  Desde el punto de vista de respuesta inmune tanto los
transmision de la infeccion en individuos sanos. Las ma- anticuerpos como la activacion de células (linfocitos
nifestaciones clinicas de la malaria como la fiebre, el es- CD4+ y CD8+) con la produccion de citoquinas juegan
calofrio, el malestar general, el vomito entre otras se un papel importante en protecciéon. Se ha observado que
presenta en la fase aguda de la enfermedad, que coincidéndividuos expuestos repetidamente a la malaria en areas
con la rapida multiplicacion asexual del parasito en los endémicas logran desarrollar un grado importante de in-
munidad clinica a partir de los 10-15 afios con titulos de
anticuerpos que los protegen de las manifestaciones cli-
nicas de la infecciGfi?2

El desarrollo de vacunas contra la malaria es un proce-

T T Durante la infeccién hay produccion de anticuerpos,
i x"- activacién de linfocitos (CD4+ y CD8+) y produccién de

! | citocinas, componentes que juegan todos un papel im-
4 portante en la proteccion contra la malaria. Los indivi-

4 I duos expuestos repetidamente a la malaria en areas

endémicas logran desarrollar un grado de inmunidad cli-
nica a partir de los 10-15 afios de edad con reduccién de
las manifestaciones clinicds* Adicionalmente, se ha
demostrado que la transferencia de anticuerpos y células
de individuos y animales inmunes a receptores no inmu-
nes inducen proteccion parcial. Mas aun, la inmuniza-
cion con esporozoitos atenuados por irradiacion, protege
completamente contra la infeccién experimental con
esporozoitos viablés?’. Adicionalmente, experimentos

en humanos y animales han demostrado que la transferen-
cia de anticuerpos y células de individuos inmunes a su-
jetos no inmunes 0 su inmunizacién con esporozoitos
atenuados por irradiacion, los protege completamente de
la infeccion experiment#l

3 i
I,-"l Anticuerpos
Citocinas=

Anticuerpos / ; i -
Radicaleggibr
ﬁe El Instituto de Inmunologia de la Universidad del Valle
| T_? en Cali (Colombia) ha sido escenario para la seleccion y
| prueba de multiples vacunas experimentales y simultanea-
mente ha aprovechado importantes ventajas competitivas
para el establecimiento del Centro Internacional de Vacu-
Figura 2. Ciclo de vida delPlasmodium nas, que mediante financiaciéon del gobierno Colombiano,
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de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), del Instituto Los ensayos clinicos en Fase |, se han adelantado
Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH/NIAID) y de con la participacién de voluntarios sanos, adultos, hom-
otras agencia\lli actualmente se evalla unrizdo reper- bres y mujeres, sin experiencia previa con la malaria y
torio de vacunas experimentales (ver tabla 2). con residencia en la ciudad de Cali. Estos voluntarios
fueron instruidos sobre los riesgos y beneficios de los
estudios en desarrollo y los ensayos han contado con la

monitoria clinica de la Organizacién Mundial de la Sa-
La metodologia utilizada incluye desde el analisis de |ud (OMS).

la respuesta inmune de individuos con un grado signifi- _ . _
cativo de respuesta a la malaria, debido a su permanencia Animales de experimentacion
en areas endémicas, hasta la realizacién de detallados

A L " : En los estudios descritos aqui se utilizaron ratones
andlisis inmunoldgicos de proteinas seleccionadas en L
p . i BALB/c y ratones C57/DBA transgénicos que portan el
busca de epitopes relevantes para su inclusiéon en vacu-

o . gene que codifica la molécula HLA-A2.1 del hum&no
nas y su prueba en ensayos pre-clinicos y clinicos. Los

. ..~~~ Adicionalmente, se han utilizado monAstus lemurinus
estudios se han desarrollado en el marco de una dinamica

I ) . . . griseimembraoriginarios de las selvas de la regién Cari-
cooperacion internacional y se ajustan a estandares inter- . . : ) .
; ) 7 . ... be colombiana. Estas especies se mantienen en bioterios
nacionales de: buenas practicas de laboratorio (BPL), éti-

. P P disefiados para los programas tanto de zoocria, como de
ca animal y humana y buenas practicas clinicas (BPC). A . . . : )
. 2 . : experimentacion pre-clinica. Los trabajos descritos se han
continuacién se describen sujetos humanos y modelos

: . . : O . realizado bajo estandares internacionales de*BPL
animales, asi como los métodos, materiales y técnicas mas

relevantes utilizadas en este proceso.

Metodologia

Proteinas

Sujetos humanos Se ha estudiado un nimero significativo de antigenos

de los diferentes estadios de desarrollo del parasito: fase
pre-eritrocitica® 32 34 35 fase sanguinea sexdals 37 y

fase esporogénica, tanto delfalciparumcomo deP.vivax
(Tabla 1).Mientras algunos corresponden a antigenos
desarrollados y producidos por nuestro grupo en Colom-
bia, otros han sido producidos por grupos de investiga-
cion extranjeros y evaluados en el Centro Internacional
de Vacunas en Cali, en diferentes fases de su desarrollo
(Tabla 2).

Para el analisis de la respuesta inmune del humano a
la malaria, se utilizaron muestras de sangre obtenidas de
individuos expuestos a infecciéon malarica repetida, en
diferentes localidades de la costa colombiana del Pacifi-
co. Dentro de estas localidades se encuentran: Zacarias
Punta Soldado, La Delfina y Bajo Calima, todas ellas lo-
calizadas en jurisdiccién del municipio de Buenaventu-
ra, asi como Charambira y Docordd en el Departamento
del Chocd y Guapi en el Departamento del Cauca.

Tabla 1. Antigenos dePlasmodiuntandidatos a vacuna

. Estadio de Desarrollo
Especie de —
Plasmodium Pre-eritrociticos Eritrociticos
Asexuales Sexuales
CSP MSP-1, MSP-3, MSP-4 Pfs25
TRAP EBA175, AMA-1 Pfs28
P. falciparum LSAL, LSA3 GLURP, SERA Pfs45/48
SALSA PF155/RESA Pfs230
STARP RAP1, RAP2
EXP1 EMP1, Rifins
P332, GPI
P. vivax CcspP MSP-1, MSP-3 Pvs25
TRAP MSP-4, MSP-5 Pvs28
DBP Pvs48
AMA-1
RBP
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Tabla 2. Estado actual de candidatos a vacuna cdhtvivax

Estadio Parasito Inmundégeno Tipo Estado Institucion
Preclinico| Clinico
L CSs Péptidos sintético Humano [MVDC*
Pre-eritrocitico o o
SSP2/TRAP Péptidos sintético |Aotus MVDC
MSP-1* Prot. recombinante [Aotus MVDC
Eritrocitico MSP-3,9 Prot. recombinante |ratones Emoryi‘z
Asexual DBP Prot. recombinante |Aotus MVDC
AMA-1 Prot. recombinante |ratones BPRC*
Eritrocitico PvS25* Prot. recombinante Humano [MVDB**
sexual | PvS28* Prot. recombinante |Aotus MVDC
PvS48* Prot. recombinante |Aotus MVDC

* MVDC = Centro Internacional de Vacunas, Cali, Colombia. 1 Vaccine. 2004 May 7; 22(15-16): 2023-30.

+ Emory: Emory University, Atlanta (GA), USA. 2 Mol Biochem Parasitol. 2001 Jun; 115(1): 41-53.

** BPRC = Biomedical Primate Research Center, Rijswick, Holanga. ® Infect Immun. 1999 Jan; 67(1): 43-9.

*** MVDB = Malaria Vaccine Development Branch, Rockvill (MD), USA.

Estudios seroldgicos sobrenadante de estos cultivos fue analizado para determinar
la presencia de citocinas liberadas por las células estimula-
La respuesta de produccion de anticuerpos especificos yas mediante una prueba de ELiSAue usa como sonda

contra estos antigenos experimentales y contra susanpticuerpos anti-citocina (Ej: anti-IFN: Adicionalmente
homélogos naturales en el parasito se ha estudiado tantojy técnica ELIspot, ha sido utilizada para realizar la enume-

en los voluntarios humanos como en los animales de expe-racion de células productoras de la citocina en edtudio
rimentacion vacunados, utilizando técnicas como el ELISA,

la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la inmuno-trans-
ferencia (IT). Ademas, la funcién biolégica de los mismos
ha sido evaluada mediante ensayos biol4ginogtro.

Infeccion experimental

Los primates del génersotusposeen susceptibilida-
des variables a la infeccién por distintas cepas de
Plasmodiumque afectan al humaffd’ Para los experi-
mentos aqui descritos se utilizo la cepa FVORle

Los estudios orientados a evaluar la respuesta inmunefalciparum cepa altamente virulenta que genera una in-
mediada por células (IMC), se han realizado utilizando cé- feccion muy reproducible eA.l.griseimembraasi como
lulas mononucleares (linfocitos y monocitos) obtenidas a con la cepa Santa Lucia“2 43 En los experimentos con
partir de sangre periférica tanto de individuos residentes envacunas contr®. vivaxla cepa seleccionada fue la Salva-
de areas endémicas para la malaria, descritas previamentedor | (Sal 1) que igualmente posee un patrén de creci-
como de los voluntarios humanos resistentes en Cali y parti- miento muy reproducible en esta especie de prirffates
cipantes en el ensayo clinico fase I. Igualmente se han utili- Para el analisis de la eficacia protectora de los antigenos
zado células de roedores y primates inmunizados con correspondientes a la fase pre-eritrocitica (esporozoitos y
diferentes candidatos a vacuna. En todos los estudios, lasformas hepaticas) se realizo el reto de los animales con
células mononucleares fueron aisladas de los otros compo-esporozoitos viables producidos en mosquiaspheles
nentes de la sangre periférica mediante el uso de gradientesilbimanusutilizando una técnica descrita adelante, los
de densidad con ficoll-hypaque. Las células mononucleares cuales fueron inoculados por via intravenosa. En las prue-
fueron estimuladai vitro con las proteinas parasitarias en bas de proteccion inducida por antigenos de las formas
estudio y con extractos crudos del parasito en ensayos desanguineas asexuales, la infeccién de los animales vacu-
proliferacion linfocitariain vitro, para las cuales se utiliza- nados se realizé mediante la inoculacion de glébulos ro-
ron condiciones estandar previamente desc¥itds jos parasitados con trofozoitos viables, obtenidos de un

Estudios de respuesta inmune celular
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animal donant&. Finalmente, para la determinacién de para bloquear su transmisién y desarrollo en el intestino

la eficacia de antigenos de la fase esporogoénica, para in-del mosquito. Para éste ensayo se utilizan mosquitos adul-
ducir bloqueo de la transmision de malaria a los mosqui- tos, de 2-3 dias de edad, los cuales son sometidos a un
tos, se utilizé un método alimentacién artificial de periodo de ayuno de por lo menos 12 horas luego del cual
mosquitos adultos descrito en detalle adelante. son alimentados con sangre infectada con gametocitos

. L . maduros dé.falciparumo P.vivax Para el procedimiento
Para la evaluacion de la proteccion inducida por vacunas gescrito se utilizé un alimentador de vidrio, regulado a

contra la fase pre-eritrocitica, los primates fueron retados 37°C y cubierto con una membrana artificial, de acuerdo

mediante la moculaplon intravenosa dé &8porozoitos con el método descrito previamefifa Luego de la ali-

en los casos de. falciparumy de 2x10en los estudios de  \onacion artificial, los mosquitos fueron evaluados una

P. vivax.En la evaluacion de la proteccion contra la infec-  gemana mas tarde para identificar y cuantificar la presen-
cion por formas sanguineas Befalciparumo P. vivax se cia de ooquistes en sus intestinos. El bloqueo de la trans-
utilizé una dosis 10glébulos rojos parasitados inocula- mision corresponde al porcentaje de reduccion en el

dosdporfwa (;ntravelnoza. Ladparasnek;ma de los animales mero de ooquistes producidos, asi como en el nimero
retados fue determinada mediante observacion microsco- ye mosquitos infectados.

pica en extendidos gruesos (gota gruesa) o delgados de
sangre periféricdd Ocasionalmente se utilizé la técnica de Analisis estadisticos
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para confirmar

los resultados de la observacién microscdica Los datos clinicos e inmunolégicos de los estudios en

humanos y animales de experimentacion utilizados, (ra-
Produccion de esporozoitos tones y monos) han sido registrados en un programa de
. ) base de datos (Programa Acces) y analizados con progra-
EI'A. albimanusepresenta una de las especies vectoras mas estadisticos como SPSS o Epi-info. Los andlisis cate-
de malaria predominantes en el continente ameriano gericos se realizaron por el test de Chi-cuadrado. Los datos
Esta especie es facil de colonizar y de infectar experimen- sero|ggicos y parasitologicos con las pruebas de Kruskal-
talmenté®*%. En los estudios aqui descritos se utilizaron \yjalis, ANOVA en una via para comparar grupos multi-
mosquitos colonizados a partir de muestras obtenidas enpjes con el método de Dunn’s para determinar la diferencia
la costa Atlantica (Cepa Cartagena) y en la costa Pacificaentre grupos. EI método de Spearman rank order
(Cepa Buenaventura). Los mosquitos fueron adaptados acorrelation, para las relaciones lineales entre variables.
condiciones de laboratorio, a una temperatura deZr+1 Las diferencias de p< 0,05 fueron consideradas como
y una humedad relativa de 80%. Las dos colonias de sjgnificantes en los diferentes estudios.
anofelinos fueron mantenidas en los insectarios del Insti-
tuto de Inmunologia en sus sedes de Cali y Buenaventuraresyltados
respectivamente. Para la produccién de esporozoitos, los
mosquitos fueron alimentados con sangre humana o de Caracterizaciéon inmunolégica y respuesta
Aotus con parasitos diferenciados sexualmente (game-  inmunogénica de la proteina CS d@. vivax
tocitos masculinos y femeninos). La alimentacién de los
mosquitos se realizé utilizando el método de alimenta-
cién a través de membranas artificiales previamente des-
crito®, luego de lo cual fueron mantenidos hasta el dia
igtair(]jalr?zsagaosnsIgtlazgfﬁ%sj?]at?n?g:t:ztgéa}og ;;ﬁig?d ayuda y T CD8+, dispersos sobre la longitud completa de

; . . .. la molécula. En la figura 3 se observa la localizacion de
fue estudiada para determinar la presencia de esporozonoa . 2 119
. . . ) .. _los diferentes epitopes B, T de ayuda y T CD8+ en la
maduros en las glandulas salivales, mediante diseccién . . N, .
proteina CS, igualmente se indica la extension de los

microscopica. Los esporozoitos fueron cosechados, con- "~ ° -
tados microscépicamente e inoculados a los primates porpeptldos largos (N y C) utilizados en los ensayos de segu-
ridad e inmunogenicidad en voluntarios humanos. Los

via intravenosa. péptidos p6, pll, p24 y p25 comprendian a epitopes con
Ensayos de bloqueo de la transmisién de malaria capacidad de inducir proliferacion linfocitarfi@ vitro y
al mosquito produccion de IFN+ determinada mediante la técnica de
ELISA?, La respuesta inmunogénica de la proteina CS
Este ensayo permite medir la eficacia de los anticuerpos medida en ratones BALB/c inmunizados con diferentes
contra componentes de las formas sexuales del parasitoconcentraciones decrecientes (30, 10, 3, 0.3 y 0.1 mg/ml)

Los estudios de antigenicidad realizados utilizando
proteinas recombinantes y péptidos sintéticos correspon-
dientes a diferentes regiones de la proteina CS divax
permitieron la localizacién de mdltiples epitopes B, T de
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Figura 3. Estructura de la proteina CS Bevivax y localizacion de epitopes relevantes.

de cada uno de los péptidos largos N y C demostré ser  Vacunacién en humanos

especifica contra los diferentes fragmentos en dosis tan o ] ]
pequefias como de 3 - 10 mg/ml. De otro lado la inmuni- Los péptidos N y C previamente caracterizados en en-

zacion de ratones transgénicos que expresan la moléculaS@y0s pre-clinicos en roedores y primates, han sido mas
humana HLA-A2.1 permitié6 demostrar una alta capaci- ecientemente usados para inmunizar voluntarios (estu-

dad inmunogénica de peptidos con especificidad por dios clinicos) sin experiencia previa con malaria. Los
linfocitos CD8+. péptidos han sido inoculados por via intramuscular

(deltoides) en un régimen de vacunacién con dosis esca-

La interaccion entre los epitopes contenidos en estos |gnadas. Datos preliminares de este estudio han demos-
ultimos péptidos y los linfocitos CD8+ depende de la pre- {rado que los péptidos son bien tolerados, no han inducido

sencia en los mismos de “motivos” de union al antigeno eyentos adversos y su respuesta inmune ha sido satisfac-
de histocompatibilidad clase | (HLA-AZ2.1), expresado por  iqrigss54 Una fase posterior en el analisis de estos candi-
los linfocitos, lo que determina su capacidad de estimular 43¢5 a vacuna viene siendo preparada por los grupos del

la prodquién d'e IFN- de’ estas célu.|aS, Iuego.d'e SU  |nstituto de Inmunologia del Valle y del Centro Interna-
estimulaciénin vitro con péptidos. La inmunogenicidad  .ional de Vacunas

de la proteina fue estudiada adicionalmente mediante la

inmunizacion de monoAotus con péptidos ramificados Inmunidad y eficacia protectora de otras proteinas
(Multiple Antigen Peptides/MAP) y con péptidos largos de estadios pre-eritrociticos

(N y C) que contienen varios de los epitopes selecciona- . )

dos en los estudios de antigenicidad. La inoculaciéon de ~ En 10s organelos (roptrias y micronemas) de los
estos péptidos (N y C), denominados asi por su localiza- esporozoitos tanto defalciparumcomo deP.vivaxse ha
cion en las regiones amino y carboxilo de la proteina CS identificado la proteina TRAP (Trombospondin Related
respectivamente, demostré que los mismos inducian unaAnonimous Protein) con potencial para su desarrollo como
solida respuesta de anticuerpos (N-ter: 1:60.000 y C-ter: vacun&’. La inmunogenicidad de un péptido sintético
1:12.000) luego de tres dosis de inmunizacién (100 pg/ derivado de ésta proteina ha sido evaluada en estudios
dosis) con los mismos mezclados en adyuvantes Comple-Preliminares en ratones BALB/C donde se observa su gran
to e Incompleto de Freund. Células T de los mismos capacidad para inducir anticuerpos con rangos que varia-
primates produjeron altos titulos de IFNuego de su bles entre 1:60.000-100.000 por el método ELISA (Tabla

estimulacionin vitro con los péptidos correspondierties ~ 3), asi como una buena induccion de proliferacion
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linfocitaria in vitro. De otro lado, el analisis de cuatro da con un fragmento de la proteina CS permitieron de-
antigenos expresados en esporozoitos y formas hepaticagnostrar que esta proteina hibrida es altamente inmuno-
deP. falciparumidentificadas inicialmente por el Dr. Pierre  génicas en monoAotus Estos estudios desarrollados
Druilhe del Instituto Pasteur de Paris, han permitido de- conjuntamente con el Dr Ulrich Certa de la compafiia
mostrar, en estudios cooperativos, su inmunogenicidad Hoffmann-La Roche (Basilea, Suiza) permitieron demos-
en monoshotus Estas proteinas (STARP, SALSA, LSA-1 trar la induccion no solo de anticuerpos capaces de reco-
y LSA-3) fueron producidas tanto en forma de proteinas nocer la proteina nativa y de bloquear el desarrollo del
recombinantes como en forma de péptidos sintéticos y parasitoin vitro, sino también, la capacidad de induccion
utilizadas para evaluar la respuesta humoral en primates,de niveles de IFN-g que se correlacionaron con protec-
donde se demostré que los antigenos LSA1 y LSA3 son cion contra el reto infeccioso experimefitala proteina

los mas inmunogénicos. Estas proteinas indujeron ade-homdloga MSP1 eR. vivaxha sido denominada (Pv200)
mas, una buena estimulacion linfocitaria y alta produc- Y Posee una importante homologia estructural y funcio-
cién de IFN-gin vitro®. La vacunacion y reto daotus nal con la MSP-1 d@.falciparum Un fragmento deriva-
con la proteina LSA-3 en estudios mas recientes demostrodo de laregion N terminal de la proteina ha sido expresada

la reproducibilidad de los resultados, los cuales se aso- COMO proteina recombinante y purificada por nuestro gru-
ciaron con la capacidad protectora. po recientemente. Los estudios preliminares de antigeni-

cidad utilizando sueros de individuos expuestos a malaria
demuestran que alrededor del 90% de los individuos re-
conocieron esta proteina con altos titulos anticuerpos
; (1:4.000 -1:500.000). Estudios de inmunogenicidad en
Como se observa en la Tabla 1, numerosos antigenos, y5nes BALB/c demostraron una extraordinaria capaci-

han sido identificados como candidatos potenciales a dad de induccion de anticuerpos medidos por la prueba
vacuna, principalmente en los estadios eritrociticos de ELISA (titulos 1:10)%

P.falciparum.Sin embargo tanto par falciparumcomo

paraP. vivaxla proteina mas estudiada ha sido la proteina El P. vivaxusa como receptor para su invasioén al eri-
Mayor de Superficie los Merozoitos (MSP-1). Los estu- trocito el grupo sanguineo Duffy (Fy) con el cual interactia
dios realizados con esta proteina recombinante conjuga-a través de una proteina expresada por el merozoito, de-

Evaluacién de la antigenicidad e inmunogenicidad
de proteinas de los estadios eritrociticos

Tabla 3. Antigenicidad e Inmunogenicidad contra antigenos de Plasmodium.

Estadio Especie Antigeno Antigenicidad* Inmunogenicidad*f
Pre-eritrocitica | P. vivax cs 1:100 - 1:1000 1:1000 - 1:100.0G0
P. falciparum CS 1:100 - 1:4000 1:200 - 1: 6000
LSA-1 nd 1:100 - 1:1000
LSA-3 nd 1:50 - 1:100
STARP nd 1:2000 - 1:25.000
SALSA nd 1:2000 - 1:8000
Eritrocitico P. vivax 200L 1:4.000 - 1:500.000 1:2x10° - 10™
DBP 1:100 - 1:1000 1:10° - 4 x10°
P. falciparum MSP-1 1:2000 - 1:200.000 1:200 - 1:200.008
GLURP nd 1:100 - 1:2000
Mosquito P. vivax Pv25 1:100 - 1:500 1:5000 - 1:20.008

* Rango de titulos de anticuerpos en individuos expuestos a antigdPlasmedium
** Rango de titulos anticuerpos de monos Adtosratone& inmunizados

nd: No determinado
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nominada Duffy Binding Protein (DBP). Un fragmento ceptibles de bloqueo inmunolégico, y por lo tanto ade-
funcional de esta proteina (RII), ha sido expresado y pu- cuados para el desarrollo de vacunas. La fase pre-
rificado por el grupo del Dr Chetan Chitnis del Centro eritrocitica, durante la cual los esporozoitos pueden ser
Internacional de Ingenieria Genética y Biotecnologia de bloqueados antes de su ingreso al higado o posteriormen-
Nueva Delhi (ICGEB/India). En el contexto de un pro- te, el parasito puede ser inhibido en su desarrollo y dife-
yecto cooperativo entre el Centro Internacional de Va- renciado dentro del hepatocito, evitando su apariciéon en
cunas (Colombia) y el ICGEB se viene analizando la la sangre y la consecuente enfermedad. La fase sanguinea
inmunogenicidad y eficacia protectora de la DBP-RIl en asexual cuyo bloqueo puede prevenir o disminuir la
monosAotus Los titulos de anticuerpos inducidos por sintomatologia y eventualmente el desarrollo de formas
la inmunizacién de los monos con diferentes formu- diferenciadas sexualmente, con las que podria también
laciones de la vacuna variaron entre 23Q:1C. Igual- reducir su transmision a la comunidad. Finalmente las va-
mente los estudios de antigenicidad de esta proteina,cunas que inducen bloqueo de la fertilizacion y del desa-
utilizando sueros de individuos de areas malaricas co- rrollo del parasito dentro del mosquito, sin bien revisten
lombianas, demostraron que la DBP-RII es reconoci- alguna resistencia, por cuanto su efecto no se produce
da por individuos expuestos a malaria con rangos que sobre el sujeto vacunado sino sobre la comunidad, contri-
variaron entre 1:720-1(%. Otras proteinas de falciparum buiria significativamente al éxito de una vacuna eficaz.
como AMA-1, MSP-3, GLURP se estan probando en ex-
perimentos de inmunogenicidad y eficacia protectora en
monosAotus.

El parasito posee una gran capacidad de transforma-
cién morfoldgica y antigénica durante su ciclo, lo que le
permite evadir permanentemente los mecanismos de de-

Evaluacién de la antigenicidad e inmunogenicidad fensa inmune del huésped. A pesar de estos mecanismos

de proteinas de Bloqueo de la Transmision de evasion, la exposicién permanente al parasito o la va-

) . o cunaciéon experimental han demostrado la capacidad

La capacidad de los sueros obtenidos en individuos §e controlar la multiplicacién del parasito, indicando en
permanentemente expuestos a la malaria en areas endéy|qunos estudios, de manera contundente, que la vacuna-
micas, para bloquear la transmision del parasito del hu- cjon contra la malaria es posible. Sin embargo, a pesar de
mano al mosquito representa un blanco adicional de ataqueqye piolggica y técnicamente el desarrollo de vacunas ha
al parasito de gran valor. Para ello se requiere interferir el gemostrado ser posible, el mismo parece ser extraordina-
proceso de fertilizacion y/o de union del parasito a las riamente dificil, debido a innumerables factorBsEn la
células huésped en el mosquito. Erfalciparum,cuatro mayoria de areas endémicas del mundo, coexisten varias
proteinas (Pfs25, Pfs28, Pf230, Pf48) de la fase sexual delespecies d@lasmodiumy el efecto antimalarico de una
parasito han sido identificadas y dos homoélogos de estasyacuna solo sera visible para la comunidad en la medida
la Pv25 y Pvs28 eR. vivaxhan sido aisladas y se encuen- que las diferentes especies circulantes disminuyan o des-
tran en evaluacion actualmente. En proyectos cooperati- gparezcan simultaneamer2p La dinamica de la respues-
vos recientes con el grupo de los doctores Louis H. Miller ta inmune en infecciones por mas de Riasmodium
y Carole Long de la Unidad de Desarrollo de Vacunas (infecciones mixtas) es poco conocid.La respuesta
(MVDB) del Instituto Nacional de Alergias y Enfermeda-  inmunolégica contra unos pocos antigenos del parasito
des Infecciosas (NIAID) de los Estados Unidos se ha pro- puede generar una presién genética que se manifieste
bado la inmunogenicidad de las proteinas Pv25 y Pvs28. como una variacién antigénica y un escape inmuno-
La inmunizacion de mono&otuscon estas dos proteinas |4gico del parasito. Esto es particularmente importante
indujo altos titulos de anticuerpos los cuales fueron usa- en la medida que hasta el momento solo se trabaja con
dos en ensayos de blogueo de la transmision por el méto-una porcién muy limitada de componentes del parasito,
do de alimentacién artificial de mosquitAs albimanus equivalentes a no méas de 0.1-05% del genoma del mis-
Estosestudios han demostrado, de manera reproducible, mo. 4) Ni los recursos requeridos para el disefio de las
la capacidad bloqueadora (90% de inhibicion) de estos vacunas en el laboratorio, ni el presupuesto para la lu-
anticuerpos sobre el desarrollo esporogonico del parasito cha anti-malarica mundial estan disponibles, lo que con-
en el mosquito. duce a una falta de interés en su desarrollo por parte de

la industria farmacéutica.
Discusion . o
No obstante los esfuerzos de la comunidad cientifica, a

Como se describe en la grafica 1P&smodiunposee escala mundial, son significativos. Durante las dltimas dé-

por lo menos tres niveles claramente identificables sus- cadas se ha demostrado contundentemente el valor protec-
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tor de las vacunas basadas en parasitos irradiados. Esta§000-6000 genes, toda la vacunologia en malaria de los
vacunas que parecian no ser factibles para su uso masivo{iltimos afios se ha concentrado en algo menos que 1%
son investigadas actualmente como una alternativa menosdel genoma. Con el decisién de afrontar el reto de la va-
remota. Adicionalmente, los sueros y células de volunta- cuna antimalarica de manera mas global y racional el Ins-
rios protegidos con estas vacunas han servido para identi-tituto de Inmunologia del Valle y el Instituto TIGR
ficar sub-unidades del parasito como proteina CS cuya trabajan actualmente en el desarrollo de técnicas de in-
localizacién difusa sobre la membrana del esporozoito y vestigacién que permitan un analisis de gran escala de
su funcion como ligando para la invasitia hacen blanco los genomas dPlasmodium]o que indudablemente ace-
facil de los anticuerpos capaces de bloquear su funcién. lerara el desarrollo de vacunas eficaces y de cobertura
Una proteina recombinante (RTS-S) desarrollada conjun- global.

tamente por los laboratorios Glaxo-Smith-Kline y el Insti-
tuto Walter Reed de las Fuerzas Armadas de los Estados
Unidos usando fragmentos de la CSRidalciparumha
demostrado su potencial protector en hum&nbsagmen-

tos similares producidos y analizados conjuntamente por
nosotros ypor el Dr.Giampietro Corradin del Instituto de
Bioquimica de la Universidad de Lausana (Suiza) igual-
mentehan demostrado su alta inmunogenicidad en mode-
los experimentales y en ensayos en humanos.

En conclusion, el proceso de desarrollo de vacunas
contra la malaria es muy complejo y afronta importantes
restricciones de tipo econémico. Sin embargo, durante
las ultimas dos décadas se han realizado importantes
avances que ratifican la posibilidad de desarrollar vacu-
nas funcionales. El progreso en el estudio del genomay
el proteoma de la especie Bmsmodiunmas prevalente
en el humano, facilitara en la presente década la identi-

ficacion de nuevos y mas relevantes antigenos del

Otros antigenos de la fase pre-eritrociticaRle Plasmodium
falciparumrepresentados por las proteinas: LSA-3, LSA-1,

TRAP, STARP vienen siendo investigadas conjuntamente Agradecimientos

con el Instituto Pasteur (Paris). La inmunogenicidad |

eficacia protectora de la LSA-3 en mondstus[56] ha Mis sinceros agradecimientos a los voluntarios huma-
justificado la iniciacion de pruebas clinicas que se desa- N0s tanto de las comunidades de las areas endémicas,

rrollan actualmente en Europa (P. Druilhe, comunica- como de la ciudad de Cali por su generosa participacion
cion personal). A pesar del progreso significativo en el en las diferentes fases del estudio. El Servicio de Erradi-

andlisis de la fase pre-eritrocitica Bnfalciparum la cacion de la Malaria, actualmente, Programa del Centro

identificacion de antigenos de esta fasePewnivaxse de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CIET) por
limita a las proteinas CS y TRAP que son estudiadas en SU Permanente apoyo en sus sedes de Buenaventura. Mi

Cali (Tabla 1). reconocimiento al invaluable apoyo de grupo de investi-

gadores del Instituto de Inmunologia del Valle, del Cen-

Dentro de los antigenos expresados poP.efalci- tro Internacional de Vacunas, de la Fundacién Centro de

parumy el P. vivaxdurante su desarrollo como formas Primates, de la Corporacion Instituto de Inmunologia, de
asexuales, las proteinas Pf-MSP1, PfMSP2, PIMSP3, RESA Laboratorio de Inmunologia ASOCLINIC y del Laborato-
y GLURP todos han sido evaluados extensamente en mo-rjo de Investigacion Clinica y Molecular de la Fundacién

delos animales y en estudios clinicos preliminares. Las Clinica Valle del Lili. A las diferentes agencias que a tra-
proteinas PVMSP-1, Pv-DBP hacen su curso en ensayosygs de su financiacién han hecho posible el desarrollo de
pre-clinicos en primates y pronto seran sujeto de investi- |os estudios y el establecimiento del Consorcio de Inves-
gacion en humanos. Recientemente se dio inicio en el tigacion Médica: Colciencias, Fondo de Inversién Social

MVDU (Rockville) a una ensayo clinico (Fase I) para eva- (F|s), Secretaria Departamental de Salud del Valle del

luar la proteina Pvs25 cuyo mecanismo de accion es la cayca, OMS, CEE y NIH.
induccién de anticuerpos capaces de bloquear la transmi-
sién deP. vivaxal mosquito. Estos estudios se basan en Bibliografia
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