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RESUMEN

Introduccidén. La malaria es una enfermedad que causa aproximadamente 400.000 muertes al afo, especialmente
en ninos menores de 5 anos; la busqueda de una vacuna eficaz y segura sigue siendo un reto para los investiga-
dores, sin embargo, antes de iniciar los estudios de fase clinica, los ensayos preclinicos en modelo animal deben
brindar resultados de seguridad e inmunogenicidad que lleven a respuestas eficaces de proteccion.

Objetivo. Revisar las principales caracteristicas de la respuesta inmunolégica y eficacia en estudios pre-clinicos de
candidatos a vacuna contra la malaria por Plasmodium falciparum.

Métodos. Revision descriptiva de los principales estudios preclinicos de candidatos a vacuna contra la malaria, basados
en subunidades, parasitos atenuados y vacunas multi-estadio, multi-epitope, que se han realizado para evaluar inmu-
nogenicidad y eficacia en modelo animal. Esta revision se llevé a cabo a partir de la busqueda de literatura en bases de
datos electrénicas especializadas en investigacion cientifica. Se encontraron 118 documentos, de los cuales se selec-
cionaron 91 y se excluyeron 17 por no cumplir con los criterios de inclusién, para un total de 74 referencias analizadas.
Resultados. Muchos candidatos a vacuna contra la malaria causada por Plasmodium falciparum han reportado
resultados prometedores contra cepas homologas, sin embargo, ante el reto con cepas heterélogas la eficacia
disminuye, por otra parte, la respuesta inmune y protectiva duradera continda siendo un objetivo clave, convir-
tiéndose en una prioridad.

Conclusiones. Los estudios preclinicos en modelo animal son necesarios antes de avanzar a fases clinicas, la eva-
luacion de inmunogenicidad y eficacia es un aspecto esencial para la evaluacion de candidatos a vacuna.
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Review of preclinical studies of candidates for malaria vaccine caused
by Plasmodium falciparum

SUMMARY

Introduction. Malaria disease causes approximately 400,000 deaths by year, especially in children
under 5 years, the search for an effective and safe vaccine, remains to be a challenge for researchers,
however before starting the clinical phase studies, preclinical trials in animal models should provide
safety and immunogenicity results that lead to effective protective responses.

Objective. To review the main characteristics of the immune response and efficacy in pre-clinical
studies of candidates for vaccine against malaria by Plasmodium falciparum.

Methods. A descriptive review of the main preclinical studies of malaria vaccine candidates, based
on subunits, attenuated parasites and multi-stage, multi-epitope vaccines, which have been carried
out to evaluate immunogenicity and efficacy, is presented. This review was carried out based on the
search of literature in electronic databases specialized in scientific research. 118 documents were
found, of which 91 were selected and 17 were excluded because they did not meet the inclusion cri-
teria, for a total of 74 references analyzed.

Results. Many candidates for malaria vaccine caused by Plasmodium falciparum have reported pro-
mising results against homologous strains, however, given the challenge with heterologous strains,
efficacy decreases, on the other hand, the lasting immune and protective response continues to be a
key objective, becoming a priority.

Conclusions. Preclinical studies in animal models are necessary before advancing to clinical phases,
the evaluation of immunogenicity and efficacy is an essential aspect for the evaluation of vaccine
candidates.

Keywords: malaria, vaccines, immunogenicity, vaccine, Plasmodium falciparum, efficacy, animal ex-

perimentation.
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Revisao de estudos pré-clinicos de candidatos a vacina contra a malaria
causados por Plasmodium falciparum

RESUMO

Introducao: A malaria é uma doenca que causa aproximadamente 400.000 dbitos por ano, principalmente
em criangas menores de 5 anos, a procura por uma vacina eficaz e segura, continua sendo um desafio
para os pesquisadores, porém, antes de iniciar os estudos de fase clinica, os testes pré-clinicos no
modelo animal devem fornecer resultados de seguranca e imunogenicidade que levam a respostas
efetivas de protecao.

Objetivo: Verificar as principais caracteristicas da resposta imune e eficacia em estudos pré-clinicos de
candidatos a vacina contra a malaria por Plasmodium falciparum.

Métodos: Revisao descritiva dos principais estudos pré-clinicos de candidatos a vacina contra a
malaria, com base em subunidades, parasitas atenuados e vacinas de varios estagios e multiepitopo,
gue foram realizadas para avaliar a imunogenicidade e eficdcia em modelos animais. Esta revisao foi
realizada com base na pesquisa de literatura em bases de dados eletronicas especializadas em pes-
quisa cientifica. Foram encontrados 118 documentos, dos quais 91 foram selecionados e 17 foram
excluidos por ndo atenderem aos critérios de inclusao, para um total de 74 referéncias analisadas.

Resultados: Muitos candidatos a vacina contra a malaria causada por Plasmodium falciparum rela-
taram resultados promissores contra cepas homélogas, no entanto, diante do desafio com cepas he-
terélogas a eficacia diminui, por outro lado, a resposta imune e protetora duradoura continua sendo
um objetivo fundamental, tornando-se uma prioridade.

Conclusoes: Estudos pré-clinicos em modelo animal sdo necessarios antes de passar para as fases clinicas, a
avaliagdo da imunogenicidade e eficicia é um aspecto essencial para a avaliagdo dos candidatos a vacina.

Palavras-chaves: Malaria, vacinas, imunogenicidade vacinal, Plasmodium falciparum, eficacia,
experimentacao animal.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad potencialmente
mortal; cinco especies de Plasmodium pueden
afectar al ser humano, siendo los mas prevalen-
tes Plasmodium falciparum (P falciparum) y Plas-
modium vivax (P vivax), el ciclo de vida de estos
parasitos comienza cuando son transmitidos al
ser humano por la picadura de mosquitos hembra
del género Anopheles, (1-5) (Figura 1).Entre las
proteinas que estan involucradas en el proceso de
invasion se resaltan: proteina de circumsporozoi-
to — 1 (CSP-1), proteina andénima relacionada con
la trombospondina (TRAP), proteinas de superfi-
cie del merozoito (MSP-1, MSP-2, MSP-4, MSP-7,
MSP-9, MSP-10), antigeno de unién al eritrocito
(EBA-175) y proteina de P falciparum homéloga a
la de unién al reticulocito (PfRh5) (6,7).

Esta enfermedad representa uno de los mayores
problemas de salud publica a nivel mundial; en
2017 se reportaron aproximadamente 219 millo-
nes casos de malaria, con un estimado de 435.000
muertes. Los ninos menores de 5 anos fueron los
mas vulnerables, quienes representaron el 61%
(266.000) de todas las muertes por esta enferme-
dad durante el 2017. Del total de casos, la mayoria
ocurrieron en paises africanos (92%) (8).

Se espera que para el 2030 la incidencia y la mor-
talidad por malaria se reduzca minimo en un
90% y sea eliminada al menos en 35 paises; entre
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las principales medidas para reducir la transmi-
sion de la malaria se encuentra la lucha contra
los vectores, por lo tanto, para proteger a toda
la poblacion que se encuentra en riesgo de infec-
tarse se recomienda el uso de mosquiteros, asi
como la fumigacion de interiores con insecticidas
de accién residual. Adicionalmente, las personas
gue viajen a zonas endémicas deben utilizar anti-
malaricos de manera profilactica (sulfadoxina-pi-
rimetamina) (8).

Pese a estas medidas, la enfermedad continda siendo
de dificil control, situaciéon que lleva a que muchas
instituciones cientificas trabajen en el desarrollo de
una vacuna, candidata efectiva contra la malaria,
que permita erradicar la enfermedad mediante el
abordaje de diferentes estrategias como vacunas de
subunidades, vacunas con parasitos completos ate-
nuados y vacunas con vectores virales (7-10).

Como requisito de candidatos a vacuna, las auto-
ridades regulatorias internacionales como la FDA
(Food and Drug Administration), ICH (Internatio-
nal Conference on Harmonisation), la EMA (Euro-
pean medicines Agency) y la OMS, indican que se
deben realizar estudios preclinicos que permitan
confirmar la potencia, inocuidad, inmunogenici-
dad y seguridad, lo que permitira iniciar los estu-
dios de fase clinica en humanos (9).

A través de la historia, diversos candidatos a
vacuna han sido evaluados en primates no
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Figura 1. Titulo: Ciclo de vida Plasmodium falciparum.

b. Esporozoitos

., Merozoitos
a. Infeccion

d. Trasmision

a mosquito ) S

Gametocitos

a. Transmision del parasito al hospedero humano por medio de la picadura del mosquito hembra Anopheles. b. Invasion de los
esporozoitos a las células hepaticas. c. La ruptura de los esporozoitos libera miles de merozoitos que invaden los glébulos rojos
(ciclo asexual) d. Algunos parasitos se pueden diferenciar en gametocitos, los cuales son ingeridos por los mosquitos hembras

Anopheles (ciclo sexual).

Fuente: Elaboracion de los autores.
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humanos, como por ejemplo los del género
Aotus spp. (11), esto se debe a que son altamente
susceptibles a la malaria humana y sus moléculas
del sistema inmune tienen una alta identidad (80
—100%) con las de los humanos (12-18), por ello,
se consideran un buen modelo experimental para
evaluar la respuesta inmunoldgica de candidatos
a vacuna para el control de malaria (19-20); sin
embargo, teniendo en cuenta las consideracio-
nes éticas y la dificultad de acceso al uso de este
modelo primate no humano, también se usan
otros modelos animales como los roedores para la
evaluacién de seguridad, inmunogenicidad vy efi-
cacia, asi mismo, el auge de ratones humanizados
ha permitido el estudio directo de parasitos de la
malaria humana in vivo en el laboratorio (21).

Teniendo en cuenta la importancia de los estudios
preclinicos que permiten garantizar la seguridad
de cualquier formulacion y avanzar a fases clinicas
en humanos, el objetivo de este articulo es revisar
los datos de formulacién, seguridad, inmunogeni-
cidad y eficacia de los principales ensayos precli-
nicos en modelo animal de candidatos a vacuna
contra la malaria causada por P falciparum.

METODOLOGIA

Se realiz6 una revisidn descriptiva sobre los prin-
cipales candidatos a vacuna contra la malaria
basados en subunidades minimas, parasitos vivos
atenuados y vacunas multi-estadio, multi-epitope.
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La busqueda de la literatura cientifica se efectud a
partir de articulos publicados en las bases de datos
electréonicas como PubMed, WEB OF SCIENCE,
Embase, LILACS, REDALYC y se realizaron busque-
das secundarias en las listas de referencias biblio-
graficas de los articulos identificados.

Las palabras claves se validaron mediante el
descriptor Medical Subject Headings (MeSH) en
idioma inglés: malaria, vaccines, Immunogenicity,
vaccine, Plasmodium falciparum, efficacy, animal
experimentation.

Fueron seleccionados todos los articulos en el
idioma inglés y espaiol, publicados entre 1967 y
2019 que describen los primeros estudios precli-
nicos, los cuales fueron pioneros para el desarro-
llo de vacunas contra la malaria, asi como recien-
tes articulos con los ultimos avances en vacunas.
Se encontraron 118 articulos, de los cuales se se-
leccionaron 91 por titulo, materiales y métodos
y resumen; de estos, se excluyeron 17 por no
presentar resultados de eficacia e inmunogenici-
dad de estudios preclinicos en modelo animal. En
total, se analizaron 74 referencias que presenta-
ban resultados detallados.

DESARROLLO Y DISCUSION

Candidatos a vacuna contra la malaria
fase pre clinica
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Los esfuerzos para obtener una vacuna totalmen-
te efectiva contra la malaria siguen en curso. Un
primer paso para su desarrollo incluye la evaluacién
de la seguridad e inmunogenicidad en un modelo
animal, en el cual se garantice la seguridad de los
componentes de la formulacion, dosis y via de ad-
ministracion, para que asi, sea posible avanzar a
los estudios de fase clinica en seres humanos.

Estudios preclinicos pioneros en el desarrollo
de una vacuna contra la malaria, realizados por
Nussenzweig y colaboradores, demostraron los
efectos generados por la radiacion sobre los Spz
y la proteccion que estos indujeron en ratones
retados con P. berghei (22-26).

Sobre estos hallazgos se han logrado diversos
avances cientificos como la comprensién de me-
canismos moleculares y celulares del parasito
implicados en la invasién a la célula hospedera,
permitiendo la evaluacion de un sin nimero de
candidatos a vacuna contra la malaria (1).

En esta revisidén se tratan las principales vacunas
basadas en subunidades que fueron evaluadas
en estudios preclinicos como EBA-175, PfRH5,
AMAT1-RON2L, MSP1, y RTS, S/AS01; esta ultima,
es la vacuna mas ampliamente probada en seres
humanos e incluye la proteina CSP de P falcipa-
rum (PfCSP), ubicada en la superficie del Spz. Adi-
cionalmente, se discuten los resultados de otras
estrategias como el uso de parasitos atenuados,
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cuyo candidato mas avanzado es PfSPZ fabricado
por la compafia Sanaria inc., a partir de Spz vivos
atenuados y asépticos de la cepa P falciparum
NF54 (27).

Numerosos estudios se han realizado con estos
candidatos a vacuna, sin embargo, la alta com-
plejidad del parasito, su polimorfismo y la gran
variedad genética del hospedero han dificultado
el desarrollo de una estrategia totalmente efecti-
va, por lo tanto, en la presente revision se analiza
una metodologia légica y racional basada en la
produccién de una vacuna multi-epitope, mul-
ti-estadio, quimicamente sintetizada y basada en
minimas subunidades que incluye las principales
regiones de las proteinas de P falciparum involu-
cradas en el proceso de invasioén (1,28).

Vacunas basadas en subunidades

EBA 175

EBA-175 es una proteina de 175kD de P falcipa-
rum involucrada en la unién a eritrocitos (29),
conformada por una region rica en cisteina en el
N-terminal de 616 aminoacidos llamada regién Il,
altamente conservada, que contiene el dominio
de unién a su receptor glicoforina A (30).

En un estudio se evalué la inmunogenicidad y efica-
cia protectora de: a) una vacuna de ADN plasmidi-
co que codifica la regién Il de la proteina EBA-175
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de P falciparum (Dv-Dv), b) una vacuna recombinante
en adyuvante (Pv-Pv) y c¢) una vacuna de ADN
con una dosis de proteina recombinante (Dv-Pv),
en 34 monos Aotus spp. Después de tres dosis
de inmunizacién los titulos de anticuerpos (Acs)
fueron mayores (342,092 - 2,228,781) en monos
del grupo 6, inmunizados con la vacuna basada
en la proteina recombinante, comparado con los
titulos de Acs (1,761 - 54,455) obtenidos en ani-
males del grupo 1 inmunizados con ADN. Cuatro
semanas después de la dltima inmunizacion, los
animales fueron retados con 10* GR infectados

Revista Investigacion en Salud Universidad de Boyacd

P falciparum, a pesar de que todos los monos
presentaron parasitemia, los niveles fueron mas
bajos en los monos del grupo 6 que recibieron
plasmidos o proteinas que contenian la regién I
de EBA-75 comparado con los controles en los
que los titulos de Acs fueron cero y las parasite-
mias alcanzaron niveles elevados entre 319,077
— 880,279 parasitos/ uL (Tabla1.). Estos resulta-
dos demostraron que la region Il de la proteina
EBA-175 induce Acs con un efecto antiparasitario
significativo (31).

Tabla 1. Vacuna EBA-175: Titulos de Acs cuantificados por ELISA en 34 monos Aotus previo al desafio con

parasitos (pre-reto) y nivel de parasitemia detectado posterior a este reto.

I s Titulos de Acs (ELISA) Maiximo No.
. . nmunizacion con vacuna
Referencia Animales Controles ( 0,4,8,y24)
semana @, %, S,y Pre-reto Parasitos/uL
Grupo 1 (n=4): 4 dosis 1,761 - 54,455 33,861 — 491,060
Dv-Dv
Group 2 (n=4): 4 dosis 295,941 - 952,841 96,366 — 313,603
Dv-Pv
Grupo 3 (n=4): 4 dosis 112,838 - 302,896 265,039 - 752,470
Dv-DvPv
Grupo 4 (n=4): 4 dosis 0-1,592 422,129 - 749,924
Dc-Dc
Jones, T. R. et
al, 2001. (31) 34 monos Aotus Grupo 6 (n=4): 4 dosis 342,092 - 2,228,781 17,335 — 313,561
nancymaae Pv-Pv
Control (n=4):
e Depe 0 304,438 - 467,318
Control adyuvante
(trt): PP 0 193,369 — 652,158
Controles (n=4): n 0 319,077 - 880,279

Tabla 1. Vacuna EBA-175. D¢, Vacuna control ADN; Dv, Vacuna ADN EBA de P. falciparum; Pc, adyuvante control; n, nada; Pv,

Vacuna proteina recombinante EBA de P. falciparum. *Los titulos de Acs son basados en 4 individuos.
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Proteina de P. falciparum homdloga a la
de union al reticulocito (PfRH5)

En varios estudios se encontrd que la interaccion
entre proteinas del complejo PFRH5-PfRipr-CyRPA
y el receptor basigina, cumplen un rol importante
durante la invasién de mrz de P falciparum a los
eritrocitos humanos (32) y que los Acs humanos
anti- PfRH5 purificados por afinidad inhiben la
invasién del parasitos in vitro (33,34)but the rele-
vance of naturally acquired PfRH5-specific antibo-
dies in humans is unclear\nMethods. We assessed
pre—malaria season PfRH5-specific immunoglobu-
lin G (IgG. Ademas, la caracterizacion de su es-
tructura tridimensional, ha permitido identificar
la funcion critica de esta proteina, convirtiendo
a PfRH5 en un posible candidato a vacuna (35).

En un estudio preclinico se evalué la inmunoge-
nicidad en 31 monos Aotus nancymaae distribui-
dos aleatoriamente en 5 grupos, inmunizados
con diferentes formulaciones: a) vectores virales
de adenovirus/poxvirus previamente probados
(36,37) o b) la proteina RH5 emulsificada en ad-
yuvante completo/incompleto de Freund (38). Las
inmunizaciones se realizaron via intramuscular
(IM) los dias 0 y 54, con excepciéon de las que con-
tenian adyuvante de Freud, que se administraron
por via subcutdnea (SC) los dias 0, 26 y 54. La efi-
cacia se probé 15 dias después de la ultima inmu-
nizacién mediante un reto heterélogo con 104
GR infectados de la cepa FVO de P. falciparum.
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Los animales inmunizados con la proteina PfRH5
emulsionada en adyuvante de Freund (Grupo B)
tuvieron altas concentraciones de Acs (700 ug/
ml) especificos de PfRH5 y una eficacia protec-
tiva significativa: dos animales permanecieron
en periodo sub-patente y un animal con un solo
parasito visto en una ocasion, los tres animales
restantes controlaron la parasitemia alrededor de
los 30 dias de observacién, mientras que en los
demas grupos inmunizados con MVA o Chad63
en combinacion con PfRH5 o PfAMA1 (Grupos C,
D y E) las concentraciones de Acs fueron inferio-
res y oscilaron entre 54 ug/mly 320 ug/ml (Tabla
2.) (39). Con estos resultados se respalda PfRH5
como un candidato a vacuna prometedor, sin
embargo, se deben optimizar las formulaciones
de esta vacuna para lograr obtener altas respues-
tas de Acs protectivos.

Antigeno apical de membrana 1 - Proteina
del cuello de roptrias 2 (AMA1-RON2L)

La proteina AMA1 esta conformada por tres do-
minios, el dominio | en la regidon N-terminal (re-
siduos 97-307), el dominio Il desde los residuos
309 hasta 435 y el dominio Ill, mas conservado,
localizado en el C-terminal (residuos 436-546);
este Ultimo es esencial para la invasion de P falci-
parum. AMA1 que inicialmente es almacenada en
los micronemas y luego es traslocada a la superfi-
cie del mrz, donde forma un complejo con RON2
del cual se ha reportado que contiene tres hélices
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Tabla 2. Vacuna PfRH5: Concentraciones de anticuerpos especificos para la proteina PfRH5 en 31 monos

Aotus inmunizados con PfRH5 emulsionada en adyuvante de Freund, MVA o Chad63 en combinacién con
PfRH5 o PFAMAT.

Referencias Animales Controles

N Concentraciones de Acs
Inmunizacion

especificas de PfRH5
Grupo A (n=6):
dia 0 Chad63-Rluc, dia 54 o
PBS-Abisco-100.
Grupo B (n=6):
dia 0 PfRH5-CFA, 700 pg / ml
dia 26 y 54 PfRH5-IFA.
31 monos Aotus
Douglas, A.D.et nancymaae Grupo C (n=7):
al,, 2015. (39) dia 0 Chad63- PfRHS5, dia 54 54 g/ ml
PfRH5-Abisco 100.
Grupo D (n=6): 320 ug / ml
dia 0 Chad63- PfRH5, dia 54
MVA-PfRHS5.
Grupo E (n=6):
dia 0 Chad63-PAMAL, dia 54 140 pg / ml

PfAMA1-Abisco 100.

Tabla 2. Vacuna PfRH5. RLuc: Renilla luciferasa, CFA: Adyuvante de Freud completo, CFl: Adyuvante de Freud incompleto.

MVA: del inglés, modified vaccinia virus Ankara, Chad63: chimpanzee adenovirus.

hidréfobas, cuyos dos residuos Cys conservados,
presentes entre la segunda y la tercera hélices hi-
dréfobas denominadas RON2L, son esenciales para
la unién a AMAT1 (40-42). Esta proteina es un candi-
dato a vacuna, sin embargo, a pesar de mostrar ser
segura ha fallado en cuanto a la produccion de Acs
protectores funcionales(43,44). Teniendo en cuenta
estos resultados y con el fin de obtener una mayor
eficacia, se evalué el complejo PFAMA1-RON2L en
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22 Aotus nancymaae mediante un reto homo-
logo con la cepa virulenta FVO de P falciparum.
Los monos fueron vacunados con 3 dosis de la
formulacion AMA1, AMA1-RON2L o control, 4
semanas después de la ultima inmunizacién; el
reto se realizé con 10%eritrocitos infectados por
via intravenosa. Los animales inmunizados con
AMAT1 se infectaron, mientras que el 50% de los
animales inmunizados con el complejo AMAT1-
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RON2L no presentaron parasitemia hasta el final
del estudio (40 dias después del reto) y tuvieron
respuestas de Acs con mayor capacidad de neu-
tralizacién en comparacién con el grupo vacu-
nado solo con AMA1. En este estudio se destaca
la capacidad del complejo AMA1-RON2L para prote-
ger ante el reto homologo con una eficacia 87.5%

(Tabla 3.) e inducir Acs bloqueantes contra epitopos
conservados que se correlacionan con neutralizacion de
la invasion; igualmente, se resalta la importancia de rea-
lizar estudios futuros que permitan identificar epitopos
importantes que sean objetivo de Acs protectores (45).

Proteina quimérica de superficie de
merozoito (MSP1)

En un estudio se evalué la inmunogenicidad de
una vacuna quimérica contra la malaria, la cual
incluia epitopos de células B neutralizantes de

la proteina MSP1 de P falciparum (rPf MSP1 ),
genéticamente ligados a una proteina de super-
ficie de merozoito de P falciparum, altamente
inmunogénica, y a la proteina de superficie de
merozoito 8 (MSP8) ((rPfMSP8 (AAsn/Asp)). Para
la evaluacién de inmunogenicidad y eficacia se
utilizaron 18 monos Aotus adultos, los cuales
fueron divididos al azar en un grupo vacunado
que recibié 50 ug de rPfMSP1 / 8, otro grupo
que recibié rPfMSP8 (AAsn/Asp) emulsionado en
Montanide ISA 720 y un grupo control inmuni-
zado con solucion salina o Montanide solo, en
un esquema de inmunizacién 0, 28 y 84 dias. Los
epitopes Pf MSP1 .y la vacuna con r Pf MSP8
(AAsn / Asp) no generaron titulos significati-
vos de Acs contra P falciparum después de la
primera y segunda inmunizacién, sin embargo,
rPf MSP1/8 indujo una respuesta alta de Acs
(titulos 1gG especificos de antigeno >1.0E+05
determinados por ELISA), asi como una inhibicion

Tabla 3. Vacuna AMAT-RON2L: Porcentaje de eficacia en monos Aotus inmunizados con AMA T,
AMAT-RON2L o grupo control.

Referencia Animales

Controles

Inmunizacion (3 dosis) Eficacia

Grupo 1 (n=6): Con-
trol con adyuvante

22 monos Aotus nan-

Srinivasan, P. et al., 2017.
(45).

cymaae

Grupo 2 (n=8): solo AMA1 25%

Grupo 3 (n=8): Complejo AMA1-

0y
RON2L 87.5%

Vacuna AMA1-RON2L AMA1: Antigeno apical de membrana 1, RON2L: Proteina de cuello de roptrias 2. Acs: Ancticuerpos

210

Volumen 6 ¢ Ndmero 2  Julio - Diciembre 2019 ¢ ISSN 2389-7325  e-ISSN: 2539-2018



eficaz del crecimiento del parasito comparado
con los otros grupos. Una vez realizado el reto
con FVO, tres animales inmunizados con MSP1/
8 controlaron la parasitemia, dos de los cuales
eliminaron su infeccién y uno requirié tratamien-
to farmacoloégico debido a la anemia. Estos datos
demostraron que la vacuna Pf MSP1/8 es segura
e induce Acs que inhiben el crecimiento de P fal-
ciparum apoyando su uso como un componente
de una vacuna multivalente para su evaluacion en
humanos (46).

RTS,S.

Por otra parte, estan los estudios realizados con
RTS,S una vacuna compuesta por una region re-
petitiva en tandem NANP de la proteina CSP (R),
un C-terminal con epitopos de células T (T), fusio-
nados al antigeno de superficie (S) de la hepatitis
B (AgSHB), expresadas en células de levadura S.
cerevisiae que actualmente se encuentra en estu-
dios clinicos fase Ill (47,48); esta vacuna pre-eri-
trocitica se dirige a un gran segmento (aminoaci-
dos 207 a 395) de la CSP de P. falciparum donde
se han identificado un sin niumero de epitopos
variables (49,50). En su fase preclinica, fue eva-
luada en modelo primate no humano con diferen-
tes adyuvantes como AS02A (51), ademas de la
combinacion con la proteina TRAP (RTS,S+TRAP/
ASO2A) (52), demostrando que la formulacién era
segura y eficaz en modelo animal (51), lo que per-
mitié iniciar los estudios clinicos. Sin embargo, con
el fin de encontrar una mayor eficacia lograda por
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RTS,S, muchas estrategias han sido usadas como
nuevos adyuvantes (47,53,54), vectores virales
(55-57) o en combinacién con otros antigenos
protectivos (51), por lo cual se evalué la seguridad
e inmunogenicidad de RTS,S, MSP142 y AMA1
formulada con el adyuvante ASO2A en monos
Rhesus. Un total de 48 monos Rhesus fueron se-
leccionados y distribuidos en 7 grupos, e inmu-
nizados en un esquema de 3 dosis, solo o com-
binado AMA1 con MSP142 y/o RTS,S y un grupo
control que recibié solucion salina. La respuesta
de Acs anti-CSP con la inmunizacién usando solo
RTS,S (Titulos geométricos: 6,368) fue estadisti-
camente similar a la obtenida con RTS,S + AMA1
(Titulos geométricos: 13,933) y RTS,S en combi-
nacién con AMA1 + MSP142 (Titulos geométri-
cos 8,991) (Tabla 4). En los ensayos de inhibicién
de crecimiento in-vitro, MSP142 tuvo una baja
inhibicion del crecimiento del parasito in vitro (%
media de inhibicion = 10.1), RTS,S sola mostro
una media inhibitoria de 21%, mientras que
AMAT1 tuvo una media de inhibicién del 52.7%
(51). Los resultados de este estudio sugieren que
AMA1, MSP142 y RTS,S tienen perfiles de reacto-
genicidad y seguridad aceptables, sin embargo, la
combinacién de AMA1 con uno de los dos anti-
genos redujo las respuestas de Acs y MSP142 dis-
minuyd significativamente las respuestas de IFN e
IL-5 especificas de AMA1 lo que generd una inter-
ferencia inmune, que debe ser considerada para el
desarrollo de vacunas contra la malaria basadas en
multiples etapas del parasito (51).
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Tabla 4. Vacuna RTS,S: Titulos medios geométricos cuantificados por ELISA en 48 monos Macacos Rhesus

inmunizados con diferentes formulaciones de AMAT - MSP142 — RTS,S o grupo control.

Inmunizacién en 0.5 ml de adyuvante

Titulos medios

Referencias Animales Control
AS02A (Semana 0,4y 8) geométricos ELISA
Grupo 1 (n=7): AMAL solo 26,357
Grupo 2 (n=7): MSP 38,104
Grupo 3 (n=7): RTS,S 6,368
Pichyangkul, S. et 48 Macacos
al., 2009. Rhesus. Grupo 4 (n=7): AMAL + MSP, 8,911
) Grupo 5 (n=7): AMA1+ RTS,S 13,933
Grupo 6 (n=7): AMAL+MSP,, + RTS,S 8,991

Grupo 7(n=6) Control
Solucién salina

Vacuna RTS, S. AMAT1: Antigeno apical de membrana 1, MSP, ,,

Vacunas con parasitos completos atenuados
PfSPZ

Las vacunas con parasitos atenuados contienen
todos los antigenos del parasito, este enfoque
permite inducir diferentes respuestas inmunes.
Los primeros avances con este tipo de vacunas
fueron en 1967 donde el grupo Nussenzweig y
colaboradores, usando Spz de P berghei irradia-
dos e inoculados en roedores, demostraron que
estos Spz metabodlicamente activos y moviles, in-
vadian hepatocitos, pero no podian convertirse
en trofozoitos o esquizontes hepaticos (22). Pos-
teriormente, en la inmunizacién de monos Rhesus
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: Proteina quimérica de superficie de merozoito.

con Spz de P knowlesi irradiados, los niveles de
Acs fueron asociados con proteccién (58). Estos
Spz irradiados se probaron en un estudio de fase
clinica I, en el cual 11 voluntarios fueron inmu-
nizados con mas de mil picaduras de mosqui-
tos irradiados que transmitian Spz de la cepa
NF54 de P falciparum o el clon 3D7/NF54. Todos
los participantes 2-4 semanas se protegieron ante
el reto homdélogo, sin embargo, cuando el reto
fue realizado con una cepa heteréloga (7G8),
solo 2/10 voluntarios se protegieron (59). A pesar
de esto, se considerd que la via de inmunizacién
a través de las picaduras de mosquitos no fue la
mas adecuada.
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Estudios adicionales demostraron que la via de
inoculacion intravenosa fue critica para inducir
células T productoras de IFN-y CD8 (+) especificas
para PfSPZ en el higado comparado con la via
subcutanea (27).

Con los resultados hasta hoy obtenidos de di-
versos ensayos preclinicos llevados a cabo, y un
sin numero de ensayos clinicos, se espera que a
principios de 2020 los investigadores realicen un
ensayo que involucrard a 2.100 personas de 2 a
50 anos, lo que permitird proporcionar datos de
eficacia y seguridad necesarios para la aproba-
cién regulatoria de esta vacuna, segun lo referido
por el investigador de malaria Steven Hoffman,
quien lidera el estudio y es el director ejecutivo de
Sanaria, la compania en Rockville, Maryland, que
desarrollé la vacuna.

Vacunas muti-epitope, multi-estadio
SPf66

La Fundacion Instituto de Inmunologia (FIDIC)
lleva mas de 30 anos trabajado en el desarrollo
de una vacuna para control de la malaria. En una
primera aproximacion, se llevé a cabo el estudio
preclinico en Aotus trivirgatus, los cuales fueron
inmunizados con péptidos provenientes de las
proteinas MSP1, RESAy la regién repetitiva de CSP
(NANP); cada mono recibié cinco inmunizaciones
(0, 30, 45, 60 y 75 dias); quince dias después de
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la tltima inmunizacién, los monos fueron retados
con P falciparum (cepa FVO). Quince de los die-
ciocho péptidos usados en esta inmunizacion, in-
dujeron respuesta de Acs contra esquizontes de P
falciparum, algunos de los quince péptidos mos-
traron un retraso significativo en la parasitemia
sugiriendo su habilidad para inducir protecciéon
parcial, por lo cual se inmunizé un nuevo grupo
de monos con combinaciones de 2 o 3 péptidos
(Tabla 5.). Usando el mismo esquema de inmuni-
zacion, se encontré que los monos tuvieron altos
titulos de anticuerpos (Titulos IFl: ~40 — 160); en
este nuevo grupo, la mayoria de los animales de-
sarrollaron parasitemia baja y se curaron esponta-
neamente, los otros monos no mostraron signos
de enfermedad, tampoco se detectaron parasitos
en sangre hasta los 180 dias de seguimiento con
dos de los péptidos derivados del estadio de mero-
zoito (MSP1 RESA) y la region de repeticiones NANP
de la proteina CSP del estadio de esporozoito. Con
estos tres péptidos se sintetizé una vacuna qui-
mérica denominada SPf66 que mostré una alta
eficacia protectiva, puesto que 3/6 monos inmuni-
zados desarrollaron baja infecciéon con una parasi-
temia maxima de 5% y el resto fueron protegidos;
estos Optimos resultados permitieron avanzar a
estudios de fase clinica en humanos (60). Diversos
estudios clinicos realizados en Colombia, Ecuador,
Venezuela, Brasil y Tanzania mostraron una efica-
cia que oscilaba entre el 23% y el 66%(61-64). A
pesar de mostrar ser eficaz en retos heterélogos y
de haberse mantenido a la fecha como la vacuna
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Tabla 5. Vacuna SPf66: Titulos IFI obtenidos en monos Aotus posterior a la inmunizacién con los péptidos

provenientes de las proteinas MSP1, RESA y la region de repeticiones NANP de CSP de P, falciparum.

Referencias Animales Inmunizacion (Dia 0, 30, 45, 60 y 75) Titulos IFI
Manuel El' Pfta_ frupos .d.e 4a6 Péptido 35.1 + 55.1 + 83.1 derivados del estadio de merozoito (MSPl) RESA)
rroyo. etal, 1987 otus trivirgatus y la region de repeticiones NANP de la proteina CSP del estadio de esporo- ~40 - 160

(60)

zoito.

Vacuna SPf66. IIFl: ensayo de inmunofluorescencia indirecta. MSP1: Proteina de superficie de merozoito. RESA: del inglés,

ring-infected erythrocyte surface antigen, CSP:Proteina de circumsporozoito.

antimalarica mas eficaz de todas las evaluadas,
quedé claro que SPf66 no alcanzaria un nivel de
proteccioén total, por lo que la FIDIC decidié tra-
bajar en el desarrollo de una segunda generacién
de vacuna multiepitope, multiestadio, basada en
subunidades minimas denominada COLFAVAC.

COLFAVAC (Colombian falciparum vaccine)

A partir de los obtenidos con SPf66, la FIDIC ha tra-
bajado en el desarrollo de una vacuna de segunda
generacién, multiepitope, multiestadio, basada
en subunidades minimas, siguiendo la estrategia
de sintesis de péptidos en fase sélida. En los mul-
tiples ensayos llevados a cabo se pudo seleccionar
este candidato a vacuna, el cual se basa en la selec-
cién de péptidos obtenidos a partir de secuencias
de proteinas involucradas en la invasién del para-
sito a la célula diana, los cuales se unian a glébulos
rojos humanos o a células hepaticas HepG2. Estos
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péptidos son denominados HABPs (del inglés,
High Activity Binding Peptides) y se caracteriza-
ron por no mostrar variabilidad genética entre
las cepas de parasito; son llamados cHABPs
(Conserved HABPs). Sin embargo, se encontrd
que estos péptidos no fueron reconocidos por el
sistema inmune, por lo cual fueron modificados
para hacerlos visibles a la respuesta inmune del
hospedero mediante la modificacién de los resi-
duos criticos en la unién, por aminoacidos con
diferente polaridad, pero igual volumen y masa,
denominados mHABPs (del inglés Modified High
Activity Binding Peptides). La mezcla de diferen-
tes mHABPs provenientes de proteinas del Spz y
del mrz, hacen parte de la sequnda generacién
de vacuna contra la malaria frente a P falcipa-
rum, desarrollada en la FIDIC que actualmente
se encuentra en ensayos preclinicos (7,65).
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CONCLUSION

Durante varios anos de investigacion, solo la
vacuna RTS,S / ASO1 ha alcanzado ensayos clini-
cos fase lll (48), otros candidatos a vacuna con-
tindan siento desarrollados, algunos se encuen-
tran en fases preclinicas y otros han avanzado a
fases clinicas; sin embargo, la compleja biologia
del parasito causante de malaria, la propagacién
de cepas de P falciparum, los mecanismos de
evasion del parasito a la respuesta inmune y su
preferencia por el tejido humano y el primate no
humano, hacen que las dificultades para la reali-
zacion de evaluaciones preclinicas sigan siendo un
motivo de fracasos durante los estudios clinicos en
humanos, por lo cual nuevos modelos animales
como ratones quiméricos que admiten el desarro-
llo completo de las etapas hepaticas y de sangre de
P falciparum son actualmente utilizados (66-68).

Por otra parte, a pesar de los diferentes estudios
realizados, la mayoria de los candidatos a vacuna
contra la malaria causada por P. falciparum solo
han reportado resultados prometedores en retos
con cepas homoélogas, pero al realizar el desafio
con cepas heterélogas, la eficacia llega a ser
menor del 10%. Por lo anterior, siguen en curso
diversos estudios de candidatos a vacuna que
sean capaces de inducir una respuesta inmune
protectiva y duradera, para lo cual es necesario
tener en cuenta la expresion génica y la alta va-
riabilidad genética del parasito (69-71), asi como
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la diversidad genética del hospedero dada por la
inmensa cantidad de polimorfismos de cadena
B del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Clase Il (MHC clase Il), que es importante para la
presentacion de péptidos antigénicos al recep-
tor de células T (TCR), permitiendo la induccién
de respuestas celulares robustas y de memoria a
largo plazo, proceso critico para la eficacia soste-
nida de la vacuna (72-74).
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