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RESUMEN. El desarrollo e implementacién de una vacuna contra la malaria representa una necesidad médica urgente para la
poblacién que habita las regiones donde ella es endémica. En los tltimos anos, se han visto progresos significativos en el desa-
rrollo de vacunas, con numerosos candidatos iniciando evaluacién en ensayos clinicos. A pesar del optimismo y algunos resul-
tados prometedores, hasta el momento no se cuenta con una vacuna efectiva, en parte, por la falta de conocimiento del tipo de
respuesta inmune necesaria para la proteccién. A esto, se adiciona la dificultad de identificar, seleccionar y producir los antigenos
protectores del parasito que posee mas de 5 000 genes y un ciclo de vida complejo. Por otra parte, el gran polimorfismo de los
antigenos de Plasmodium y los diferentes mecanismos que utiliza para evadir la respuesta inmune hacen necesario aumentar la
inmunogenicidad de los antigenos purificados, a través del uso de nuevos adyuvantes o sistemas de liberacién. El reto no es me-
ramente cientifico, se necesita involucrar investigadores competentes, lograr colaboracién entre academias, industrias y agencias
financiadoras y comprometimiento politico. Actualmente, se ensayan diferentes estrategias dirigidas hacia los distintos estadios
del parasito. En este manuscrito se destacan algunas de las més avanzadas, otras aun en fase preclinica y algunos fracasos, todas
dirigidas contra P, falciparum, asi como los principales retos a vencer en la bisqueda de una vacuna anti-malarica efectiva.

ABSTRACT. The development of a malaria vaccine constitutes an urgent medical need for the vast population living in malaria-
endemic areas. In recent years, significant progress has been carried out for developing a malaria vaccine with a great number
of vaccine candidates starting clinical trials. Despite of optimism as well as some promising results an effective vaccine is not
hitherto available, possibly due to lack of understanding of the types of immune response that are important for protection.
On the other hand, the difficulty of identifying, selecting and producing appropriate protective antigens from a parasite hav-
ing more than 5 000 genes and a complex life cycle, added to the great polymorphism of Plasmodium antigens and the diverse
mechanisms of the parasite for evading the immune response make a frequent need to enhance the immunogenicity of puri-
fied antigens through the use of novel adjuvants or delivery systems. The challenge transcends scientific boundaries so that
collaboration between academies as well as industry and funding agencies must be increased, besides political commitment.
Currently, an evaluation of various malaria vaccine strategies targeting the different states of the parasite is being carried out.
This review highlights some of the most advanced strategies in malaria vaccine development, vaccines in pre-clinical phase
and vaccine failed attempts, all against Plasmodium falciparum. The main challenges to overcome in searching of an effective
malaria vaccine are also summarized.

INTRODUCCION provocando trastornos que van desde anemia materna

La malaria, infeccion parasitaria provocada por pro-
tozoos del género Plasmodium, es uno de los mayores
problemas de salud que enfrenta el mundo subdesa-
rrollado en la actualidad. Se estima que el 40 % de la
poblacién mundial vive en regiones donde la malaria es
endémica y cada ano, se reportan 350 a 500 millones de
casos clinicos con 1 a 2 millones de casos fatales, siendo
los ninos menores de cinco anos la diana fundamental
de la enfermedad severa y la muerte.! Otro grupo impor-
tante de riesgo es el de las mujeres embarazadas, en las
que se da una acumulacién de parasitos en la placenta,

o bajo peso fetal hasta abortos o muerte materna. Asi-
mismo, la enfermedad causa pérdidas econémicas que
en Africa subsahariana, se estima alcanzan entreel 1y
5 % del producto doméstico bruto? y 12 mil millones de
délares anualmente.?

Las regiones mas afectadas son las tropicales y
subtropicales y aunque la mayoria de los casos se con-
centran en los paises de Africa subsahariana; también
se reporta elevada incidencia en Brasil, India, Afga-
nistan, Sri Lanka, Thailandia, Indonesia, Vietnam,
Cambodia y China.*
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Cuatro especies de parasitos pueden infectar al hom-
bre bajo condiciones naturales: P, falciparum, responsa-
ble de la malaria severa y de la mayoria de las muertes
de ninos en Africa; P vivax, también ampliamente
distribuida, pero causante de enfermedad moderada; P
ovale y P malariae.®

Lamalaria es trasmitida por la picada de un mosquito
infectado del género Anopheles. La continua reemer-
gencia de mosquitos resistentes a insecticidas y de
parasitos drogo-resistentes dificulta la contencién de la
enfermedad. Esto, unido al costo humano y econémico
que ocasiona la malaria, hacen urgente la necesidad de
una vacuna segura. Actualmente, se ensayan diferentes
estrategias dirigidas hacia los distintos estadios del
parasito. Este manuscrito destaca algunas de las mas
avanzadas, otras aun en fase preclinica y algunos fra-
casos, todas dirigidas contra P, falciparum, asi como los
principales retos a vencer en la bisqueda de una vacuna
anti-malérica efectiva.

CICLO DE VIDA DEL PARASITO

El ciclo de vida del parasito de la malaria es comple-
jo. Transcurre en dos hospederos: artréopodos, en donde
tiene lugar el desarrollo del estado sexual del parasito
y en vertebrados donde ocurre el desarrollo asexual.
Comienza cuando un mosquito al alimentarse inyecta es-
porozoitos en la sangre de un individuo. Los esporozoitos
alcanzan rapidamente el higado en donde invaden los he-
patocitos y se reproducen asexualmente por un periodo
de aproximadamente siete dias, conocido como estadio
hepatico o pre-eritrocitico, de caracter asintomatico. Al
final de él, se liberan al torrente sanguineo miles de me-
rozoitos, los cuales infectan eritrocitos, donde contintian
multiplicAndose y madurando, pasando por estadios:
en forma de anillo, trofozoito y esquizonte. Este tltimo
finalmente se rompe y lisa al eritrocito, liberando una
nueva generacién de merozoitos que inmediatamente
invade nuevos eritrocitos para repetir el ciclo. Durante
el estado eritrocitico tienen lugar los sintomas de la en-
fermedad, como fiebre, anemia, fallo renal y coma. Una
porcién de los merozoitos se diferencia a gametocitos,
los que luego de ser tomados por un mosquito Anopheles,
sexualmente se combinan en el hospedero insecto para
generar el cigoto. Este ultimo pasa a estado ooquineto y
luego ooquiste, desde el que se producen nuevos esporo-
zoitos que migran a las glandulas salivares del mosquito
listos para iniciar un nuevo ciclo.

Los diferentes estadios del parasito se caracterizan
por la expresién especifica de antigenos que constituyen
dianas potenciales en el desarrollo de vacunas.

INMUNIDAD CONTRA MALARIA: MUCHAS
INTERROGANTES POR RESOLVER

Inmunidad contra la infeccion natural

Personas que no han experimentado episodios de
malaria casi invariablemente se enferman en su pri-
mera exposicién al parasito. En areas endémicas a la
enfermedad, los ninos pequenos son particularmente
susceptibles, mientras que adultos y ninos mayores
desarrollan proteccién completa contra la enfermedad
severa y la muerte luego de exposiciones sucesivas al
parasito. No se ha reportado inmunidad esterilizante en
condiciones naturales.

Se ha visto una rapida adquisicién de inmunidad al
parasito homoélogo, demostrada por un mejor control
de infecciones sucesivas, baja densidad parasitaria y
sintomatologia clinica leve o ausente. En el caso de la

inmunidad heteréloga temprana es menos evidente,
sin embargo, se ha visto particularmente en términos
de sintomas clinicos.®

Segun estudios en humanos, la inmunidad contra la
reinfeccion de malaria se desarrolla de manera relativa-
mente lenta e incompleta, aunque en el caso de la inmuni-
dad ante la enfermedad severa se logra mas rapidamente
y es importante luego de un tinico episodio.”

La inmunidad alcanzada es de corta duracién; se
pierde rapidamente cuando el individuo abandona la
regién endémica, lo que sugiere que se requiere una
continua exposicién a los antigenos de malaria no solo
para la generacion de células memoria o efectoras sino
para su persistencia.

Los mecanismos inmunes pueden teéricamente
estar dirigidos hacia cualquier punto del ciclo de vida
del parasito en el hombre. Sin embargo, estudios longi-
tudinales en poblaciones expuestas sugieren que la res-
puesta inmune al estado pre-eritrocitico probablemente
tiene limitada implicacién.? Se reporta que cuando el
estadio hepatico es eliminado por la inyeccién directa
de parasitos del estadio eritrocitico en adultos inmunes,
estos contintian siendo capaces de limitar la expansiéon
parasitaria y evitar los sintomas.’ De manera general,
las cantidades de anticuerpos especificos contra esporo-
z0itos, en personas naturalmente expuestas a la malaria
no correlacionan con la proteccién.!® El ambiente del hi-
gado es normalmente antiinflamatorio,!! se reporta una
produccion constitutiva de IL-10 que pudiera inhibir la
activacién de los macréfagos y linfocitos intrahepaticos
y de esta forma, prevenir la generacién de senales de
peligro que podrian llevar a una respuesta inmune.!?

En el estadio eritrocitico, las dianas potenciales para la
respuesta inmune son los merozoitos libres o los eritrocitos
infectados. El hecho de que en los eritrocitos infectados, no
se encuentren moléculas MHC clase I hace suponer que
en esta etapa la respuesta humoral es clave.

Los mecanismos inmunes mediados por anticuerpos
que pudieran tener importancia en la proteccién en este
estadio incluyen, bloqueo de la invasién del eritrocito por
el merozoito,'* muerte celular dependiente de anticuer-
pos!*y unién de anticuerpos a moléculas del parasito en
la superficie del eritrocito para eliminar células infecta-
das.!” Sin embargo, la importancia relativa de cada uno
es controversial. Algunos estudios en humanos senalan
como un mecanismo importante la muerte celular de-
pendiente de anticuerpos.!® En individuos protegidos
se ha encontrado prevalencia de anticuerpos citofilicos
de los isotipos IgG1l e IgG3.!" Asimismo, estudios en
ratones que expresan un receptor humano Fey sopor-
tan este mecanismo protector.’® Sin embargo, algunos
estudios en modelo de ratén que carecen del receptor
Fcy o del complemento, sugieren que el parasito puede
ser eliminado sin opsonizacién.!®? Teniendo en cuenta
las caracteristicas redundantes del sistema inmune, es
posible que la respuesta contra un patégeno complejo
como el Plasmodium no se base en un Unico tipo de
mecanismo protector mediado por anticuerpos.

La inmunidad contra malaria es de corta duracién,
aun cuando se han encontrado evidencias de presen-
cia de células B y T CD4* de memoria en infecciones
naturales,?! se desconoce la funcionalidad y efectividad
de esta memoria, la necesidad o no de re-exposicién al
antigeno para perdurar, por lo que se hacen necesarios
mas estudios para arribar a conclusiones definitivas.

El estado pre-eritrocitico de la infeccién dura solo
unos pocos dias (alrededor de siete para P, falciparum),
por lo que para contar con células T especificas CD4*
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y CD8* protectoras, las células de memoria deben
mantenerse como células efectoras o ser capaces de
diferenciarse muy rapidamente a ellas en el momento
de la re-exposicién.?? Es muy probable que lo que suceda
sea que haya un cambio poblacional del fenotipo efector
mayormente protector hacia el fenotipo memoria menos
protector acoplado al tiempo que transcurre desde el co-
mienzo de la infeccién y la subsiguiente eliminacién del
antigeno.? Esto podria explicar por qué la memoria inmu-
nolégica no correlaciona siempre con la inmunidad.

Grandes dosis de eritrocitos infectados inducen apop-
tosis en células dendriticas y por tanto, disminuyen la
habilidad de estas células de activar células T CD4+ 2426
Esto sugiere que la gran cantidad de antigeno presente
en una infecciéon aguda de malaria, pudiera conducir a
una estimulacién inapropiada del sistema inmune y una
apoptosis excesiva® y por tanto, no permitir una eficiente
generacion de células T de memoria. De hecho, se ha
reportado que una gran proporcién de células T CD4~*
especificas contra malaria son rapidamente delecionadas
luego de una infeccién primaria aguda.?”

Inmunidad protectora luego de inmunizacién con
esporozoitos atenuados por radiacion

La inmunizacién con un parasito atenuado, en este
caso, esporozoitos irradiados, induce inmunidad pro-
tectora tanto en modelos animales como en voluntarios
humanos.?®® La via de administracién de los esporozo-
itos irradiados tiene que ser por exposicién a mosquitos
infectados irradiados o por inoculacién intravenosa, pues
otras rutas no son protectoras. Se ha constatado que la
inmunidad protectora es dosis dependiente; estudios en
humanos utilizando picadas de mas de 1 000 mosquitos
infectados han alcanzado un 93 % de proteccién contra
desarrollo de parasitemia de P, falciparum luego de reto
alas 10 semanas de la primera inmunizacién; en el caso
de dosis entre 200 y 1 000 picadas infectivas, la protec-
ci6én lograda solo es del 40 %.%° Asimismo, la duracién
de la inmunidad protectora en humanos hasta ahora
demostrada es de 10,5 meses, pues ademas de un Gnico
ensayo retando a los 5 anos de la ultima inmunizacién
con un voluntario que resulté no protegido, no se han
realizado otros experimentos de reto explorando respues-
tas protectoras mas duraderas.®

Ademas de relativamente elevadas dosis de esporo-
zoitos, la induccién de inmunidad protectora depende
también de la administracién de parasitos atenuados,
pero no muertos. Los esporozoitos no viables, debido a
tratamiento de formalina o grandes dosis de radiacion,
son incapaces de invadir los hepatocitos y por tanto, no
inducen inmunidad protectora. En el modelo de rata
utilizando Plasmodium berghei los parasitos irradiados
persisten en el hepatocito por al menos una semana.?
La eliminacién de los parasitos por tratamiento con
drogas al dia 7, pero no al dia 30, resultan en una corta
proteccién. Sin embargo, una prolongada persistencia
del parasito no se requiere en todos los modelos murinos
de malaria, pues esporozoitos viables de P berghei en solo
48 h son capaces de inducir inmunidad protectora.3?33

La inmunidad protectora inducida por esporozoitos
irradiados tanto en modelos animales como en volun-
tarios humanos es una inmunidad esterilizante, lo que
se traduce en el no desarrollo del estado eritrocitico del
parasito responsable de la enfermedad clinica luego
de ser retados con esporozoitos viables. Es también
una inmunidad estado especifica, dirigida al estado
pre-eritrocitico del parasito por lo que los hospederos
inmunizados con esporozoitos son susceptibles a reto

con parasitos del estadio eritrocitico. Ademas, es una
inmunidad especie-especifica, pues voluntarios inmu-
nizados con esporozoitos irradiados de P. falciparum
se protegen contra reto de mosquitos infectados con
P. falciparum, pero no con P vivax. Sin embargo, si
se ha constatado proteccién contra todas las cepas
de P falciparum evaluadas, hecho de marcada im-
portancia para el desarrollo de vacunas, debido al gran
polimorfismo que existe en muchos de los antigenos
del esporozoito.3

Los estudios en ratones han sido clave en la com-
prensién de la inmunidad protectora inducida con
esporozoitos irradiados, sin perder de vista que los
resultados tienen sus limitantes, pues las diferentes
especies de Plasmodium murino muestran virulencia y
mecanismos de eliminacién por el hospedero diferentes,
por lo que existen variaciones en los modelos de malaria
murinos en dependencia de la especie de parasito y de
la cepa de ratén utilizada. Mientras mas parecidos sean
los diferentes modelos en su respuesta, mas facilmente
pueden extrapolarse estos datos al humano.

Los esporozoitos irradiados, contrario a su contrapar-
te normal, invaden hepatocitos, pero no llegan a realizar
la divisién nuclear ni a desarrollarse a merozoitos, persis-
tiendo por semanas o meses en el higado.?® Es probable
que esta estancia prolongada en el higado y en el estado
esporozoito lleve a lainduccién de una respuesta celular
sélida responsable de la inmunidad esterilizante que se
alcanza con este modelo experimental. Evidencias que
soportan la importancia de los mecanismos celulares en
la inmunidad protectora incluyen que suero de ratones
inmunizados con esporozoitos irradiados no protegen
pasivamente a ratones no expuestos al parasito contra
el reto con esporozoitos virulentos, mientras que la
transferencia adoptiva de células del bazo de ratones
inmunizados si confiere proteccién.?3 Asimismo, la
deplecién de células T CD8* en modelos murinos supri-
men lainmunidad protectora inducida por esporozoitos
irradiados, mientras la depleciéon de células T CD4* no
tiene ningun efecto.?>36

Resultados obtenidos en modelos de ratén sugieren
que el mecanismo inmunolégico protector esta basado
en la produccién de IL-12373% en macréfagos, células den-
driticas o células de Kupffer, lo que induce a las células
T CD8" y células NK a producir interferén y*%4° a su vez,
estimula en los hepatocitos infectados la produccién de
6xido nitrico que aniquila el estadio intrahepatico del
parasito*' y aumenta la infiltracién de células T CD8*
en el higado.*

Sin embargo, al menos en el modelo murino la inmu-
nidad contra esporozoitos irradiados es compleja y mul-
tifactorial. Por ejemplo, ratones deficientes del receptor
de IFNy se protegen contra el reto con esporozoitos.*
Anticuerpos contra laregiéon repetitiva de la proteina del
circunsporozoito (CSP) neutralizan la infectividad del
esporozoito in vitro** y pasivamente protegen ratones*
y monos*®contra reto de esporozoitos indicando que los
anticuerpos anti-esporozoitos pueden también contri-
buir a la proteccién. Se ha visto también que células T y 8
contribuyen a la inmunidad protectora.*’

EN BUSCA DE UNA VACUNA

Varias lineas de evidencia sugieren que una vacuna
profildctica de malaria es posible. Primero, la inmu-
nizacién de voluntarios humanos no expuestos con
esporozoitos irradiados, provee un 90 % de proteccién
esterilizante contra el reto experimental con esporozoi-
tos salvajes.?? Segundo, la inmunidad natural adquiri-
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da contra la malaria se desarrolla luego de frecuente
exposicion al parasito en areas endémicas,*® y tercero,
es posible lograr proteccién por transferencia pasiva de
suero hiperinmune proveniente de adultos inmunes
hacia voluntarios no expuestos al parasito.*

Una vacuna ideal debe ser barata, segura, inducir
inmunidad duradera, ser efectiva contra todas las cepas
del parasito y resultar en una interrupcioén del ciclo de
vida de la malaria.

Debe lograr una inmunidad mejor que la natural,
hasta ahora solo obtenida con esporozoitos irradiados.

Estrategias actuales en el desarrollo de una vacuna
anti-malarica persiguen un objetivo mas modesto: redu-
cir el riesgo de la infeccién ya sea previniendo la libera-
cién del merozoito desde el higado, controlando el ciclo
reproductor del merozoito en el eritrocito o reduciendo
la produccién de gametos para reducir la transmisiéon
de la enfermedad.

Investigaciones importantes en la preclinica inclu-
yen: descubrimiento de nuevos antigenos y adyuvantes,
optimizacién de la plataforma de entrega del antigeno y
vacunas de parasitos vivos atenuados.?

Los ultimos cinco anos han sido clave para el desa-
rrollo de vacunas de malaria, con mas candidatos en de-
sarrollo clinico que nunca antes. E1 80 % de ellos se basa
en antigenos proteicos obtenidos por via recombinante
en presencia de adyuvante. Se espera que en el curso de
2009 entren a desarrollo clinico 31 candidatos vacunales
y de ellos solo uno ingrese en la fase III.

PRINCIPALES RETOS

El desarrollo de una vacuna eficaz contra la malaria
contintia siendo un gran reto debido a la complicada
biologia del parasito con 14 cromosomas y mas de 5 000
genes activos.’! Muchos de ellos muestran elevado grado
de polimorfismo, por lo cual la inmunidad contra ma-
laria no es solo especie especifica, sino también, cepa
especifica. A esto se une el complejo ciclo de vida del
Plasmodium con dos hospederos y su cambio constante
en cada estadio de localizacién celular y del patrén de
expresion genética unido a los antigenos asociados a la
superficie.’? Todo lo cual dificulta la identificaciéon de
antigenos protectores mas alld de que sean o no inmu-
nogénicos. Hasta el momento, no aparece bien definido
un correlato inmune de proteccion, el que facilitaria los
esfuerzos en el desarrollo de vacunas permitiendo que
precisas determinaciones inmunoldgicas definan mas
alla de eventos clinicos o parasitolégicos. Estudios sero
-epidemiolégicos han contribuido a la identificacién de
muchos candidatos antigénicos incluyendo: proteina
de superficie del merozoito 1 y 3 (MSP1) (MSP3), an-
tigenos de membrana apical (AMA1) y antigenos del
estado hepético (LSA1) como blancos potenciales de la
inmunidad protectora, aunque la relevancia de estos
como marcadores inmunes de proteccién en estudios
de vacunas tiene que ser todavia demostrada.

Por otra parte, el parasito ha creado una serie de estra-
tegias para evadir la respuesta inmune que le permiten
sobrevivir en el hospedero continuando su ciclo de vida,
lo que se pone de manifiesto en la deficiente inmunidad
que logran individuos en areas endémicas.

Unido a todo lo anterior y no menos importante, esta
la carencia de modelos animales confiables y predicti-
vos. El modelo de ratén, uno de lo mas utilizados para
estudiar la respuesta inmune, muestra diferencias entre
parasitos y cepas de ratéon. Algunos parasitos dan lugar
a infecciones letales en todas las cepas de ratén, otros
en solo algunas y otros no son letales en ninguna. Esto

dificulta la comparacién entre los diferentes modelos de
infeccién murina donde no siempre se usan los mismos
ensayos inmunolégicos o criterios patolégicos.

VACUNAS PRE-ERITROCITICAS

La respuesta inmune al estadio pre-eritrocitico de
P, falciparum es sorprendentemente modesta, a pesar de
la repetida exposicién a esporozoitos bajo condiciones
naturales. Esto parece estar relacionado con la rapida
transiciéon del esporozoito a través de la circulacién
sanguinea y su localizacién intracelular en higado,
con muy limitado dano celular, inflamacién y genera-
cién de senales de peligro capaces de despertar una
respuesta inmune. Las vacunas dirigidas a prevenir
la infeccién del hepatocito por esporozoito y limitar
el desarrollo intrahepatocitico deben por tanto, actuar
rapido y despertar una respuesta inmune humoral y
celular como ocurre en el caso de infeccién con espo-
rozoitos irradiados.?5

Numerosas evidencias experimentales senalan como
diana principal de la inmunidad protectora, lograda por
el modelo de inmunizacién con esporozoitos irradiados,
al antigeno CSP (del inglés circumsporozoite protein).5*5°
Esta es una proteina de membrana muy abundante en
la superficie del esporozoito.’® Posee un dominio central
con secuencias repetidas de aminoacidos que aparece
muy conservada entre especies de P, falciparum. 758

Investigaciones de hace algunos anos daban un papel
importante a los anticuerpos anti-CSP en la inmunidad
protectora.****6Asimismo, experimentos de transferen-
cia pasiva de células T CD8* y células T CD4* especificas
para CSP en estudios en animales, apuntan a que la
respuesta celular contra este antigeno es vital para la
proteccion estéril.®-% Sin embargo, estudios recientes en
el modelo de ratéon demuestran que la inmunidad estéril
puede ser lograda a pesar de la ausencia de respuesta
inmune especifica a CSP, 1o que apunta a que otros anti-
genos del estadio pre-eritrocitico auin no caracterizados
pudieran ser la diana de esta inmunidad.* La posibili-
dad de extender cualesquiera de estas observaciones al
hombre todavia esta por probarse.

En los tltimos 30 anos, se han evaluado en humanos
en regiones endémicas y no endémicas numerosas va-
cunas de subunidades basadas total o parcialmente en
CSP% mostrando resultados de nula o modesta eficacia.
Esto podria apoyar la hipétesis de que CSP realmente
aunque inmunogénico no es un antigeno protector.

Las vacunas pre-eritrociticas luego de estos fracasos,
se han centrado en el desarrollo de nuevas plataformas
tecnoldgicas capaces de activar mejor la respuesta in-
mune protectora, asi como en el desarrollo de nuevos
adyuvantes que potencien y optimicen la presentaciéon
antigénica en busca de la induccién de mayores respues-
tas celulares y de anticuerpos.

Vacunas de subunidades
RTS,S

RTS, S es el candidato vacunal del estado pre-eritro-
citico mas avanzado. Es una vacuna del tipo proteina-
particula en un complejo adyuvante.®® Comprende
un fragmento de CSP que cubre la regién repetitiva
central y un epitopo T situado en la regiéon C-terminal
de la proteina fusionado al antigeno de superficie de
la hepatitis B. Su desarrollo comenzé hace mas de
20 anos gracias a un programa de colaboraciéon entre
Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR) y
GlaxoSmithKline Biologicals (GSK), Rixensart, Bel-
gium.%" En 2001, GSK y PATH Malaria Vaccine Initia-
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tive (MVI) con financiamiento de la Fundacién Bill y
Mellinda Gates firmaron un acuerdo para el desarrollo
de la vacuna para infantes y ninos pequenos geografi-
camente enfocado a Africa Subsahariana.

En estudios preclinicos de fase I/ITa con reto con
esporozoitos en humanos demostraron que la eficacia
de la vacuna era muy dependiente de la formulacién.
Los resultados méas promisorios se obtuvieron cuando
RTS,S fue adyuvada con AS202, protegiendo seis de
siete voluntarios retados.®% Este adyuvante consiste
en una emulsién de aceite en agua incorporando al
inmunoestimulador monofosforillipido A (MPL) y el de-
rivado saponina QS21. Estudios de reto posteriores con
RTS,S/AS02 mostraron niveles de proteccién inferiores
alrededor de un 40 %.% La mayoria de los voluntarios
luego del reto experimental desarrollaron parasitemia,
aunque esta demord 48 h o mas en comparacion con los
controles no vacunados, lo que se correspondia con un
95 % de reduccion del estado hepatico del parasito.”™

Un estudio de campo en adultos en Gambia en 1998
mostré que luego de tres dosis de RTS,S y un seguimien-
to de 16 semanas, la eficacia protectora a través de la
medicién de la infeccién microscépica era de un 72 % en
las primeras nueve semanas; aunque bajoé a cero luego,
con evidencias de aumento de la incidencia de malaria en
los vacunados después de las siete semanas. La eficacia
global obtenida contra la infeccién con cualquier cepa
de malaria fue del 34 %.™

En otro estudio aleatorio, a doble ciegas, llevado a
cabo en Mozambique, en el que se involucraban mas de
2 000 ninos entre uno y cuatro anos demostro6 que la vacu-
na es bien tolerada, inmunogénica y parcialmente eficaz
contra malaria clinica. Luego de tres dosis se obtuvo una
proteccién contra la malaria clinica del 35 % y contra la
malaria severa de 49 % luego de 18 meses de seguimien-
to. En ese mismo experimento, los primeros seis meses
de vigilancia demostraron un 29 % de proteccién contra
malaria clinica y 58 % contra malaria severa.”™™ Sin
embargo, la incidencia de malaria clinica luego de siete
semanas de seguimiento fue similar entre vacunados y
controles, lo que indicé que la eficacia protectora cayd
rapidamente como en el ensayo de Gambia.™

La magnitud de la proteccién que se alcanza con
RTS,S/AS20A es subo6ptima, tiene una corta vida y es
una linea imperfecta de defensa, aunque por otra parte,
logra demostrar que la malaria es capaz de prevenirse
mediante vacunacion y reducir la incidencia de enfer-
medad severa en alrededor de un 50 %. Esto ultimo es
un importante hallazgo que espera confirmacién en
préximos estudios epidemiolégicos. Todos estos resulta-
dos han impulsado a RTS,S hacia una etapa de ensayos
clinicos de fase III que debe comenzar a finales de 2008
e involucrar 16 000 ninos y jévenes en siete paises afri-
canos, incluyendo areas de elevada trasmisién.

En paralelo al desarrollo clinico de RTS,S/AS02,
estudios de reto experimentales condujeron al desa-
rrollo de otro adyuvante, AS01 que pudiera reforzar la
proteccién obtenida con AS02.™ La seguridad de esta
nueva formulacién fue evaluada en adultos expuestos a
malaria en Kenia y en ninos en Gabon.”™ Un estudio de
eficacia de fase IIb con prueba de concepto de RTS, S
/AS01 transcurre en estos momentos en Kenia y Tanzania
e involucra ninos de 5 a 17 meses.

CSP en la proteina de la capsida del virus de la hepatitis B

Este candidato vacunal contiene la proteina de la cap-
sida del virus de la hepatitis B recombinante e incorpora
fragmentos de la regién central repetitiva de CSP y dos

epitopos T. Lainmunogenicidad evaluada en monos con
el adyuvante Montanide ISA 720 mostré buena respues-
ta de anticuerpos, aunque la reactogenicidad obtenida
imposibilité la administracién de mas de una dosis en
los ensayos clinicos iniciales.” En ensayos clinicos fase
I/ITa utilizando reto con esporozoitos, la respuesta de
anticuerpos fue modesta y la de células T fue minima
luego de una Unica dosis de la vacuna, ademas, no se
report6 proteccién a la infeccién.™

Antigeno del estado hepatico-1 (LSA-1)

LSA-1 es una proteina de 230 kDa que posee una
region central repetitiva muy conservada flanqueada
por regiones N y C-terminales.

Resultados inmunoepidemiolégicos provenientes de
adultos que habitan en regiones endémicas muestran co-
rrelacion entre la magnitud del titulo de IgG anti-LSA-1
y proteccién contra malaria.”” Se ha visto ademas, que
la respuesta de anticuerpos anti-LSA-1 correlacionan
con la proteccién contra infeccién experimental con
P falciparum luego de vacunacién con esporozoitos
irradiados.” Sin embargo, en el caso de este antigeno la
investigacion preclinica se ha visto limitada por el hecho
de que no se ha identificado homologo de esta proteina
en plasmodium murino.

Una vacuna recombinante de LSA-1 expresada en E.
coli esta siendo desarrollada por WRAIR en colaboracion
con GSK y MVIL.™ Bajo el nombre de FMP011, la vacuna
consiste en dos secuencias repetidas de la regién central
dela proteina con las regiones Ny C terminal. Ha sido tes-
tada en combinacién con los adyuvantes AS02 y ASO1 en
ensayos clinicos de fase I/IIa en voluntarios estadouniden-
ses. El candidato vacunal ha mostrado ser bien tolerado e
inmunogénico, pero esto no se ha traducido en proteccién
contrala infeccién ni disminucion de la parasitemia luego
de reto experimental con P, falciparum.®

Antigeno del estado hepatico-3 (LSA-3)

LSA-3 es una proteina de 200 kDa poco polimoérfica
expresada por esporozoitos, esquizontes hepaticos y
merozoitos hepaticos maduros. El antigeno incluye
epitopos B y T® y ha demostrado proteccién parcial
contra reto con esporozoitos en ratones y monos.%2
Como candidato vacunal LSA-3 recombinante adyuvado
en alimina o Montanide ISA 720 esta siendo probado
en ensayos de fase I/IIa en Holanda, para determinar
seguridad, inmunogenicidad y eficacia contra reto con
esporozoitos.®* Este candidato ademas, es el punto de
partida del Instituto Pasteur de Paris (Francia) para desa-
rrollar varias estrategias como: la produccién de péptidos
sintéticos, una formulacién lipopeptidica y la utilizacién
como sistema de expresién de Lactococcus lactis.

Vacunas peptidicas

La compania suiza Dictagene en colaboracién con
la Universidad de Lausanne, Suiza, desarrollé un
candidato vacunal basado en un péptido sintético de
102 aminoacidos denominado CS102, que comprende la
region C-terminal de CSP de P, falciparum adyuvado con
Montanide ISA 720.% La formulacién resulté bien tole-
rada e inmunogénica en humanos, indujo una respuesta
humoral y celular que incluye proliferacién de células
T CD8* citotéxicas y secreciéon de IFNy.% Sin embargo,
en ensayos clinicos de fase I y ITa la vacuna no mostré
proteccién contra reto de malaria experimental.
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Antigenos recombinantes expresados en virus atenuados

Doble inmunizacion heteréloga

Investigadores de la universidad de Oxford estan
llevando a cabo una estrategia de vacunacién basada
en dos inmunizaciones heterdlogas utilizando como
antigeno a la proteina trombospondina de adhesién re-
lacionada (del inglés, thrombospondin-related adhesion
protein, TRAP) a la cual se ha fusionado un fragmento
multiepitépico que contiene tanto epitopos B como T
derivados de seis proteinas del esporozoito incluyendo
CSP, LSA-1 y LSA-3.%

TRAP es una proteina de transmembrana involu-
crada en la invasién del hepatocito.®® Se ha encontra-
do que anticuerpos especificos contra esta proteina
correlacionan con la proteccién en Mali®*® y Kenia®!.
La estrategia busca generar principalmente respuesta
T donde la primera inmunizacién se da con un vector
vacunal diferente del que se usa en la segunda, para que
la respuesta inmune se dirija a los antigenos vacunales
y no a los vectores. Los antigenos se administran como
plasmidios de ADN o expresados por via recombinante
en virus atenuados de viruela (FP9) y de vacuna Ankara
modificado (MVA).

La estrategia consistié primero en inmunizar con
ADN o FP9 y luego con MVA y aunque mostré la induc-
cién de respuesta T in vitro®™*% en estudios fase IIb en
adultos en Gambia y ninos en Kenia, fall6 en mostrar
proteccién contra la malaria.?%

La mayor parte de la respuesta T inducida por estos
vectores es especifica para el componente TRAP. El
hecho de que la pequena cadena multiepitépica sea
menos inmunogénica® puede deberse a su pequena talla
y la presencia de unos pocos epitopos T CD4*, pues el
régimen de vacunacién usado induce principalmente
inmunogenicidad de células T CD4*. Todo ello unido a
que TRAP parece ser una proteina muy polimérfica®
y que su expresién decrece rapidamente luego de la
invasioén del esporozoito,” pudieran en parte explicar el
fracaso de estos candidatos vacunales en la proteccién.

Otras poliproteinas, incluyendo antigenos de CSP y
LSA-1en FP9 y MVA, estan siendo evaluadas en cuanto
a seguridad y eficacia en modelos animales de reto.

Adenovirus-35-CSP

Investigadores de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad de Nueva York demostraron que un adenovirus
recombinante que expresaba la proteina CSP de P, yoelii
protegia ratones contra reto letal de esporozoitos de P
yoelii.” Basados en este modelo, la compania biotecno-
légica Crucell en colaboracion con WRAIR y GSK desa-
rrollaron un adenovirus serotipo 35 recombinante que
expresaba CSP de P, falciparum. Este candidato vacunal
demostré gran inmunogenicidad humoral y celular en
monos cuando se administré seguido de una segunda
inmunizaciéon con RTS,S/AS01.1% En estos momentos,
tiene lugar un estudio clinico fase I en Estados Unidos
con este candidato vacunal.®

Vacuna atenuada de fiebre amarilla 17D expresando
epitopos de CSP

La vacuna de la fiebre amarilla ha demostrado que
resulta segura e inmunogénica a lo largo de su uso en
humanos. Su Unica limitacién es que no permite la in-
sercién de fragmentos grandes de ADN. Trabajos preli-
minares demostraron que epitopos B de CSP insertados
dentro de la proteina E de la fiebre amarilla inducian
respuesta especifica de anticuerpo en ratones.!®! Mas

recientemente, se inserté un epitopo T CD8* de CSP
de P yoelit en una regién central del genoma entre dos
proteinas no estructurales.!? Este vector transgénico fue
capaz de inducir respuesta T protectora en ratones por
un periodo de 6 meses.!%

Vacunas de ADN plasmidico

Las vacunas de ADN plasmidico aunque muestran
induccién de respuesta humoral y celular en modelos
murinos a través de diferentes rutas de inyeccién, no
brindan estos resultados de inmunogenicidad y eficacia
protectora en humanos. El Departamento de Defensa de
los Estados Unidos en colaboracién con Vical Inc. han
desarrollado candidatos vacunales de ADN contra ma-
laria en el marco de un proyecto denominado Operacién
ADN multiestado (MuStDO). Un candidato que codifica
el gen correspondiente a CSP de P falciparum fue eva-
luado en una prueba de concepto de fase I, donde indujo
respuesta de inmunidad celular, modesta respuesta de
anticuerpos y no protecciéon contra reto experimental en
voluntarios humanos.!%

MuStDO-5 es otro candidato vacunal de ADN que
incluye cinco antigenos del estadio hepatico: CSP,
LSA-1, LSA-3, proteina exportada 1 (EXP-1) y TRAP.
Esta vacuna se produjo como una combinacién de cinco
plasmidios separados, se administré con ADN GM-CSF
como adyuvante y resulté segura y bien tolerada en ra-
tones y conejos.!® Sin embargo, en estudios en primates
resulté débilmente inmunogénica y no se obtuvieron
evidencias de proteccién en ensayos clinicos de reto
de fase IIa.106-108

VACUNAS ERITROCITICAS

Estas vacunas van dirigidas a reducir la infeccién mas
que a eliminarla para proteger contra la enfermedad clinica
y particularmente, contra la severa. Numerosas evidencias
apuntan al éxito de tomar el estadio eritrocitico del parasito
como diana para el desarrollo de una vacuna. Una de las
mas importantes, es que estudios de transferencia pasiva
de inmunoglobulinas de adultos semi-inmunes a malaria
curan complicaciones clinicas en individuos no inmunes.!®
Los principales antigenos diana de esta estrategia son
las proteinas de superficie del merozoito, generalmen-
te involucradas en la invasién del eritrocito, asi como
proteinas del parasito que se sitilan en la membrana del
eritrocito infectado. Las principales dificultades de este
enfoque radican en la naturaleza hipervariable de estos
antigenos, la necesidad de una conformacién definida
para inducir una respuesta eficaz, la gran redundancia
funcional existente entre estos antigenos y la carencia
de modelo de reto experimental en humanos, lo que hace
necesario depender de reto natural en estudios clinicos
para evaluar proteccion.

Las vacunas del estado eritrocitico mas avanzadas
hasta el momento, se basan en las proteinas de super-
ficie del merozoito 1 (MSP-1), 2 (MSP-2) y 3 (MSP-3), el
antigeno apical de membrana (AMA1) y la proteina rica
en glutamato (GLURP).

Vacunas de subunidades independientes

Proteina de superficie del merozoito-1 (MSP-1)

MSP-1 se expresa en la superficie del merozoito en esta-
do hepaético y eritrocitico. Su funcién principal es la unién
al eritrocito para promover la invasién del merozoito.

Resultados de estudios epidemiolégicos sugieren
que anticuerpos especificos contra MSP-1 adquiridos
naturalmente, contribuyen a la inmunidad protectora
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relacionada con la edad en areas endémicas, lo que
soporta a este antigeno como un candidato vacunal
prometedor.!'®!!! Sin embargo, esta proteina es conside-
rablemente polimoérfica y alterna secuencias conserva-
das con regiones variables.

Actualmente, los candidatos vacunales anti-MSP1
en desarrollo clinico estan dirigidos contra el fragmen-
to de 42 KDa de MSP1, que es el resultado del primer
procesamiento proteolitico de la proteina y permanece
en la membrana del merozoito unido por un dominio
glicosil-fosfatidil-inositol (GPI).

Proteina 1 de malaria P, falciparum (FMP-1)/AS02

Esta vacuna incluye el alelo de 42 kDa de MSP1 del
clon de P, falciparum 3D7 producido como proteina re-
combinate en E. coli. El candidato mostré buen perfil de
seguridad e inmunogenicidad en voluntarios adultos no
expuestos a malaria en EE. UU.!2 y también, en regiones
endémicas como Kenya!®® y Mali.!** En un estudio clinico
fase IIb en ninos de uno a cuatro anos en Kenya, se
reprodujeron los resultados de seguridad, se obtuvie-
ron elevados titulos de anticuerpos, pero no se reportd
eficacia contra malaria clinica.

MSP1-42

Consiste en una mezcla de dos alelos de MISP1 42 kDa
provenientes de los clones 3D7 y FVO de P, falciparum
expresados en E. coli que cubren de esta forma las va-
riantes mas comunes de polimorfismo de la proteina.
En un estudio clinico fase I de ambas variantes adyu-
vado con alimina en adultos no expuestos en EE. UU.,
la vacuna resulté bien tolerada. Sin embargo, aunque
indujo respuesta de anticuerpos especifica para ambas
variantes proteicas nativas, tuvo bajo impacto en la in-
hibicién del crecimiento del parasito in vitro.!'> En estos
momentos, se prueba este candidato con la adicién de
CPGT7909 al adyuvante alimina para lograr un efecto
inmunoestimulador de células T.*

Proteina de superficie del merozoito-2 (MSP-2)

Ratones inmunizados con péptidos de MSP2 se pro-
tegen parcialmente contra reto de parasito murino viru-
lento. Por otra parte, estudios sero-epidemiolégicos han
mostrado una asociacién entre respuesta de anticuerpo a
MSP2 y resistencia a la infeccién o a la enfermedad.!®

Luego de los resultados prometedores obtenidos con
este candidato en ensayos de fase ITb en Papua Nueva
Guinea!"” con financiamiento del MVI se desarroll6 un
candidato que contiene iguales cantidades de las va-
riantes 3D7 y FC27 de MSP-2, familias que retnen las
variantes polimérficas de este antigeno, formulados en
Montanide ISA720. Actualmente, un estudio de fase I
transcurre en Australia.

Proteina de superficie del merozoito-3 (MSP-3)

MSP-3 es una proteina de 48 kDa que se expre-
sa en merozoito y esquizonte tardio. En individuos
expuestos en areas endémicas se han encontrado
anticuerpos especificos contra MSP-3 citofilicos de
los subtipos IgG1 e I1gG3.* Estos anticuerpos median
protecciéon anti-malérica en un ensayo in vitro deno-
minado inhibicién celular dependiente de anticuerpos
(del inglés antibody-dependent cellular inhibition,
ADCI), método desarrollado por el Instituto Pasteur,
Francia; y ademas, protegen en un modelo de ratén
SCID de infeccién contra P, falciparum.14118119 Estudios
inmunoepidemiolégicos soportan también el papel
protector de anticuerpos anti-MSP3.120

Los anticuerpos ADCI positivos estan dirigidos
contra la region C-terminal conservada de la proteina,
por lo que se disené un péptido sintético que incluia
parte de esta regién especificamente epitopos By T
para posterior evaluacién como candidato vacunal
formulado en alimina o Montanide ISA 720.'?! Este
ultimo adyuvante se descartd por problemas de reac-
togenicidad. Se observé induccién de anticuerpos
anti-MSP3 y respuesta celular. En un subconjunto de
los vacunados, se demostré respuesta ADCI positiva
de estos anticuerpos y proteccién en ratones SCID
contra parasitemia de P, falciparum. 122 Se prevé que
comience proximamente un ensayo clinico fase Ib en
ninos de dos anos en Burkina Faso y Tanzania.®*

Antigeno de la membrana apical-1 (AMA-1)

AMA-1 es una proteina integral de membrana del
tipo I que se expresa en la superficie del esporozoito y
merozoito como un polipéptido de 66 kDa y esta involu-
crada en lainvasién del hepatocito.!?® Este antigeno en el
desarrollo de vacunas anti-maléarica tiene la ventaja de
no ser estado especifico. En individuos que habitan en
areas endémicas esta proteina esta bajo fuerte presiéon
inmune y los anticuerpos naturales especificos gene-
rados se muestran protectores.!** A pesar de generarse
en modelos animales de vacuna anticuerpos anti-AMAI
protectores, la presencia de mas de 60 sitios polimérficos
resulta un reto para el desarrollo de vacunas debido al
riesgo de escape antigénico.!? Por otra parte, este anti-
geno es dificil de producir debido a la complejidad de
su foldeo y su estructura secundaria.'?® Los candidatos
exitosos hasta el momento evaluados incluyen toda o
casi toda la secuencia de 66 kDa.

FMP2.1/AS02

FMP2 es un candidato vacunal recombinante de
AMA1 expresado en E. coli basado en la cepa de Plas-
modium 3DT7 desarrollado por WRAIR y GSK. Luego de
la obtencién de buenos resultados en ensayos clinicos
de fase I en EE. UU. y Mali!*" en estos momentos, se
prueba en nifnos en este ultimo pais y en estudios de
reto experimental en Estados Unidos en formulacién
con varios adyuvantes.?

AMA1-C1

Buscando reducir el riesgo de variantes antigénicas,
se disenod el candidato AMA1-C1 que consiste en una
combinacién de iguales cantidades de AMAIL prove-
niente de los clones 3D7 y FVO, expresados en Pichia
pastoris.’?® En un ensayo clinico de fase I, AMA1-C for-
mulado en alimina resulté bien tolerado en adultos, pero
indujo moderada inhibicién del crecimiento del parasito
(GIA) en un ensayo in vitro.'* Paralelamente en estudios
preclinicos se evalud la adicién a esta formulacién de
CPG-7909 y se obtuvo un aumento de la actividad GIA,**°
lo que conducira a probar esta nueva formulacién en
estudios clinicos en Mali y EE. UU.# Otra formulacién
usando Montanide ISA 720 también se prueba en estos
momentos en los ultimos.®

Proteina rica en glutamato (GLURP)

GLUPR es una proteina de P, falciparum expresada
en estado pre-eritrocitico y eritrocitico. Un fragmento
de ella denominado LR267 (85-213 en la secuencia) fue
seleccionado para sintetizar un péptido que incluye el
epitopo inmunodominante P3, el cual ha mostrado fuerte
actividad biolégica in vitro.'*! En un ensayo clinico de
fase I el candidato vacunal resultd seguro e inmunogé-
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nico y generé elevados titulos de anticuerpos citofilicos
IgG1.132 Otros ensayos clinicos se estan llevando a cabo
utilizando una construccién recombinante.

Antigeno repetido de serina (SERA)

Un candidato recombinante de esta proteina (SERA-5)
que incluye un fragmento N-terminal de la proteina esta
en desarrollo en Japén. Este antigeno se acumula en la
vacuola parasitofora del trofozoito y del esquizonte.!*3 Se
ha visto que es capaz de generar anticuerpos capaces de
matar el parasito in vitro,'3* pero su ausencia en la super-
ficie del merozoito hace que la respuesta de anticuerpos
sea totalmente ineficaz. Alin asi, en estos momentos esta
siendo probada en fase I en Japén.

Vacunas de subunidades multi-antigenos

Combinacion B: MSP1, MSP2 y RESA

La combinacién B es un candidato desarrollado en
conjunto por investigadores de Papua Nueva Guinea,
Australia y Suiza que reune tres antigenos del estado
eritrocitico: MSP1, MSP2 y RESA adyuvados con Mon-
tanide. En un ensayo pequeno de fase Ila fall6 en inducir
reduccién o demora de la parasitemia, pero en ensayos
subsiguientes I/IIb en ninos redujo la densidad para-
sitica en algunos de los vacunados.!'” Sin embargo, se
observé que era especifico solamente contra parasitos
que expresaran la variante alélica 3D7 de MSP2.1% En
el futuro, se prevé adicionar a este candidato la variante
FC27 de MSP2.

Antigeno quimérico AMA1/ MSP1

El antigeno vacunal es una molécula quimérica de-
nominada PfCP-2.9 que incluye el fragmento de proce-
samiento proteolitico MSP1-19 y laregiéon C-terminal de
AMAL1 expresada en Pichia pastoris. En una formulacion
con Montanide ISA 720 en estudios en animales generé
suero que inhibi6 el crecimiento de dos cepas de P, fal-
ciparum in vitro.'* En un ensayo clinico fase I en China
en 2007, el candidato resulté seguro e inmunogénico lo
que soporta su desarrollo clinico posterior.!37

MSP3/GLURP (GMZ2)

Este candidato vacunal GMZ2 esta basado en una
proteina recombinante hibrida que incluye la secuencia
85-213 de GLUPR y el fragmento C-terminal de MSP3
expresado en Lactococcus lactis.'® En ensayo clinico fase
I, se obtuvo la induccién de anticuerpos que inhibian el
crecimiento del parasito in vitro en presencia de mono-
citos.’®? En estos momentos, se ensaya este candidato
adyuvado con alimina en adultos en Gabon.?

VACUNAS CONTRA MALARIA ASOCIADA AL EMBARAZO

La severidad de la malaria est4 unida a la habilidad
de los eritrocitos infectados de adherirse al endotelio
vascular.'® Esta interaccion estd mediada por la familia pro-
teica PfEMP1 codificada por los genes var. Es una familia
muy polimérfica con alrededor de 60 variantes proteicas
diferentes. Una de estas variantes llamada VAR2CSA
media el secuestro del parasito a la placenta a través de la
interaccién con la molécula de sulfato A de condroitina.'*
Estudios preclinicos estdn desarrollando candidatos va-
cunales basados en variantes de PFEMP1 aunque la gran
variabilidad de este antigeno constituye un gran reto.

VACUNAS BLOQUEADORAS DE LA TRASMISION

El objetivo de estas vacunas es inducir anticuerpos
contra el estado sexual del parasito buscando prevenir

el desarrollo de esporozoitos infecciosos en las glandulas
salivares del mosquito.'*! Son vacunas conocidas como
“altruistas” porque su intencién es proteger a nivel de
comunidad mas que a individuos. Hasta el momento los
candidatos vacunales lideres de este enfoque son los anti-
genos de superficie del ooquineto de P falciparum Pfs25
y Pfs28 o los homoélogos en P vivax Pvs25 y Pvs28142143
producidos como proteinas recombinantes en levadura
(S. cerevisiae).**'% Estudios clinicos de fase I utilizando
Pvs25 obtuvieron buenos indices de seguridad y mode-
rada inmunogenicidad.*6147 Actualmente, se desarrollan
otros candidatos vacunales bloqueadores de la trasmisiéon
entre los que se encuentran Pfs48/45 y Pfs230.14¢

PARASITOS ATENUADOS

Luego de 30 anos de la demostracion inicial que la
inmunizacién con esporozoitos atenuados por radia-
cién confiriera proteccién contra reto con esporozoitos
infecciosos, la compania Sanaria decidié desarrollar la
tecnologia necesaria para un candidato vacunal con-
tra malaria basado en esporozoitos irradiados.!*® Son
muchos los obstaculos a vencer en esta empresa, por
ejemplo: no existe sistema de cultivo in vitro de espo-
rozoitos por lo que necesariamente hay que extraerlos
manualmente de las glandulas salivares del mosquito
con el riesgo inherente de contaminacién con tejido de
insecto u otros patégenos. Ademas, hasta el momento,
los esporozoitos solo pueden mantenerse viables en con-
diciones de criopreservacién y deben inyectarse por via
intravenosa, ruta de administracién impracticable para
una vacuna. Todo lo anterior unido a los requerimientos
rigurosos en cuanto a la dosis de irradiacién y el nimero
de esporozoitos necesarios para lograr proteccién (1 000
o mas) hacen de esta estrategia todavia una realidad
lejana. El futuro desarrollo tecnolégico debe lograr pro-
ducir a gran escala en condiciones de GMP (del inglés
Good Manufacturing Practice), consistencia lote a lote,
estabilidad del producto y un sistema de evaluacién y
seguimiento eficaz.

Un enfoque similar aunque més definido, se tiene
con la utilizacién de los parasitos genéticamente ate-
nuados (GAPs) desarrollados hasta el momento en el
modelo de Plasmodium murino.!® En estos, la delecién
de genes como: UIS3, UISE4 y P36p detiene el desarrollo
hepético del esporozoito e impide su transcurso a estado
eritrocitico.’® 1% Los GAPs difieren de los esporozoitos
irradiados en su consistente produccién, estabilidad
genética y su mayor potencia, aunque comparten las
mismas dificultades tecnoldgicas para su desarrollo.
Hasta el momento, no se ha generado un GAP en P
falciparum aunque con la disponibilidad del genoma de
malaria y los avances en la tecnologia de transfeccién de
este parasito su creacién no parece muy lejana.

Ambos enfoques, tanto GAPs como esporozoitos irra-
diados, inducen una respuesta protectora con una dura-
cién menor de un ano, por lo que tienen que demostrar
que la exposicién natural a la trasmisién del Plasmodium
es capaz de re-estimular la respuesta inmune generada
previamente, para que esta vacuna sea factible para
individuos que habiten en areas endémicas.

VACUNAS MULTI-ESTADO

SPf66

SPf66 fue la primera vacuna de subunidades que
evolucion6 rapidamente hacia ensayos clinicos de fase
II1."»¥ La vacuna, disefiada por un grupo colombiano,
consiste en pequenas secuencias peptidicas de las
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dos proteinas mayoritarias ancladas a superficie por
dominios de GPI de los estadios invasivos esporozoito
y merozoito: CSP y MSP1, juntas con dos fragmentos
peptidicos no caracterizados provenientes del estadio
eritrocitico del parasito. El candidato vacunal inicial-
mente mostré resultados de proteccién prometedores
en estudios en humanos, utilizando reto con eritrocitos
infectados con P, falciparum.’® En ensayos clinicos en
Surameérica alcanzé una eficacia protectora moderada
de un 28 % contra nuevos episodios de P, falciparum.
Sin embargo, ensayos clinicos subsiguientes realizados
en regiones endémicas africanas demostraron nula
proteccién contra trasmisiéon natural de malaria.!®® Los
diferentes resultados de los ensayos clinicos pueden
deberse a distintos grados de exposicién del hospedero
a picadas infectivas de mosquito, de hecho, se conoce
que la endemicidad de la malaria en Africa es mayor
que en América. Otros factores que pueden incidir son:
la edad de los participantes, la estacién del ano escogida
para el ensayo, la gran variacion genética entre cepas de
P, falciparum y las diferencias genéticas evidentes de
las poblaciones vacunadas.!®® Asimismo, diferencias en
el diseno de los ensayos clinicos pueden rendir resulta-
dos discrepantes, un ejemplo es la definiciéon de casos
o el tipo y frecuencia de vigilancia utilizada. En estos
momentos este candidato esta siendo reformulado para
reintentar ensayos clinicos.

PEV 301, PEV 302

El PEV, recientemente desarrollado por la compania
biotecnoldgica suiza Pevion Biotech. Ltd. incluye dos
lipopéptidos de P, falciparum expresados en la superficie
de virosomas reconstituidos de influenza. El candidato
vacunal consiste en la incorporacién en virosomas de
la secuencia repetida de la proteina CSP, Asn-Ala-Asn-
Pro (PEV301)* o la parte del dominio III de la proteina
AMAI (PEV 302)'% del estadio eritrocitico. En estudios
clinicos fase I ambas fueron bien toleradas y levantaron
respuesta de anticuerpos. Préoximamente, tendra lugar
un ensayo clinico de fase Ib en Mali.?4157

CONCLUSIONES

La busqueda de una vacuna eficaz contra la malaria
continuya siendo un gran reto, debido a la complejidad
del parasito, su gran potencial de variacién genéticay su
capacidad de evadir la respuesta inmune del hospedero
desarrollando ante la infeccién natural una inmunidad
incompleta de corta duracién. Se le suma a ello, el hecho
de que P, falciparum estd ampliamente distribuido en
varios continentes con poblaciones sometidas a diferen-
tes grados de exposicién.

El desarrollo de vacunas en el pasado fue en gran
parte empirico, centrado en antigenos abundantes en
los diferentes estadios, cuya selecciéon estuvo basada
en la identificacién de respuesta humoral o celular
usando extractos proteicos de parasito o librerias de
genes en suero o linfocitos de individuos inmunes. La
limitante ha sido y continua siendo el desconocimiento
de la naturaleza de la respuesta protectora, lo que ha
hecho que se identifiquen antigenos inmunogénicos
maés que protectores.

La generalidad de los candidatos ha obtenido buenos
resultados de inmunogenicidad y proteccién en modelos
animales en fase preclinica, asi como de seguridad e in-
munogenicidad en ensayos clinicos de fase I, pero todos
han fallado en lograr una eficacia protectora adecuada
contra malaria clinica y la iinica excepcién RTS,S logra
una proteccién parcial de corta duracién.

Las primeras estrategias para el desarrollo de vacunas
contra el estado pre-eritrocitico del parasito buscaban la
induccién de anticuerpos que bloquearan la invasién del
hepatocito por el esporozoito. Sin embargo, numerosas
evidencias experimentales han venido demostrando
que larespuesta celular es vital para la proteccién por lo
que los nuevos enfoques se centran en la induccién de
ambos tipos de respuestas. Se desarrollan en la actuali-
dad nuevas plataformas tecnolégicas capaces de activar
ampliamente el sistema inmune, enfocadas mayormente
en la seleccién del adyuvante, vectores vivos atenuados
y parasitos vivos atenuados.

Sigue siendo un gran reto lograr respuestas protec-
toras de larga duracion. Teniendo en cuenta, que bajas
dosis de persistencia antigénica es un requisito para
lograr respuesta de memoria en malaria, se tiene la es-
peranza de que la exposiciéon natural sea suficiente para
reactivar el sistema inmune. Datos recientes sugieren
que inmunizaciones dobles alternando vectores generan
una respuesta T de memoria sélida con una durabilidad
sin precedentes.!%%159

En el caso de las vacunas eritrociticas entre los
mayores obstaculos estan el elevado polimorfismo y
variabilidad de los antigenos del merozoito y su re-
dundancia funcional. Estos factores han incidido en la
tendencia actual de los candidatos vacunales de incluir
en la formulacién mas de un antigeno y a su vez de al-
gunos, las variantes alélicas mas frecuentes.

Teniendo en cuenta la complejidad del parasito,
seguir una estrategia vacunal de multiples antigenos,
dirigidos a los diferentes estadios del ciclo de vida del
microorganismo, parece ser la alternativa mas certera
en la busqueda de respuestas inmunes simultaneas
que conduzcan a una adecuada y duradera proteccién.
Siguiendo esta linea de pensamiento, los parasitos
atenuados genéticamente, mas definidos y uniformes
que sus homoélogos esporozoitos irradiados, son los
candidatos vacunales con mayor probabilidad de éxito,
pero a su vez, con mayores limitaciones practicas para
su desarrollo. Hasta el momento, solo se han desarro-
llado GAPs en las variantes murinas del Plasmodium
dirigidos al estadio pre-eritrocitico del parasito. Entre
los obstaculos regulatorios y tecnolégicos mas impor-
tantes para su produccién como candidatos vacunales
estan: la ausencia de un sistema de cultivo in vitro de
esporozoitos, lo que obliga a la diseccién manual de las
gladulas salivares de los mosquitos infectados. Ademas
de la imposibilidad practica que esto supone, se suma
que los mosquitos son alimentados previamente con
cultivo de gametocitos, medio que contiene productos
sanguineos, lo que hace dificil su aplicacién en humanos
por razones regulatorias y de seguridad. Asimismo, este
enfoque necesita condiciones de criopreservacion, este-
rilidad y ruta de inmunizacién intravenosa, retos que el
desarrollo cientifico tiene que vencer aun.

Por otra parte, en la evaluacién de los candidatos en
ensayos clinicos surgen otras dificultades como falta
de uniformidad en la definicién de enfermedad clinica
y puntos finales. En el caso de vacunas pre-eritrociticas
como RTS,S donde el punto final es protecciéon estéril
es sencillo,” pero se hace més dificil en el caso de ensa-
yos de vacunas cuyo objetivo sea reducir la morbilidad
por disminucién de la parasitemia.'®® Asimismo, se ha
intentado estandarizar ensayos funcionales!®' y disefios
de ensayos clinicos.!%?

La publicacién del genoma de Plasmodium ha impul-
sado enfoques innovadores tras la busqueda mas racional
de antigenos potencialmente protectores. Se han repor-
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tado estudios de parasitos con genes delecionados,!63164
arreglos de proteinas,!%® identificacién bioinformatica y
evaluacion de dominios proteicos de estructura secun-
daria definida!®® y estrategias de vacunas de ADN a gran
escala.!’” Sin embargo, estos nuevos enfoques estan ain
en fase muy temprana de desarrollo.

Los ultimos anos han sido claves en el desarrollo de

una vacuna contra malaria, ha aumentado la colabo-
racién y cooperacién entre investigadores, creAndose un
consenso global para elegir las dianas a donde dirigir el
desarrollo de vacunas en las préoximas dos décadas, un
compromiso a seguir multiples estrategias en paralelo
y un marco cientifico que permite la coordinacién y no
la duplicacién de esfuerzos.
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