Colombia Médica

Vol. 36 N° 1, 2005 (Enero-Marzo)

Proceso para el desarrollo de una vacuna contra la fase hepética de Plasmodium vivax

SocratesHerrera, M.D.%, Leonardo Victoria, M .D.?, Olga Fernandez, B.Sc.?,
Anilza Bonelo, Ph.D.3, Blanca Liliana Perlaza, Ph.D.?, Constanza Zapata, B.Sc.?,
Deidre Overgaaw, M .D.# Mauricio Lebén, M.D.?2, Edna Galindo, M .D.?,
Nayibe Valencia, B.Sc.?, Lina Maria Acufia, M .D.?, Gustavo Quintero, M.D.V .5,
Nora Restrepo, Ph.D.%, Juan Diego Vélez, M.D.’, Fabian Méndez, M.D., Ph.D 8,
Adriana Villegas, B.Sc.®, Giampietro Corradin, Ph.D.*°,

Myriam Arévalo-Herrera, Ph.D.1?

RESUMEN

Introduccién: Anualmente se producen en el mundo entre 80 y 100 millones de casos de malaria
ocasionada por Plasmodium vivax, segunda especie de Plasmodium en importancia a nivel mundial y
primera en el continente americano. Ante la falla de los métodos clésicos de control de la malaria,
derivada de la creciente resistencia de los mosquitos a los insecticidas y de los parasitos a los
medicamentos disponibles, se ha trabajado intensamente en la busgueda de vacunas que puedan
prevenir completamente la infeccion o limitar |os efectos patol gicos de la enfermedad.

Objetivos: Este trabajo describe el proceso de desarrollo de una vacuna experimental dirigida contra
lasformas pre-eritrociticasdel parasito, paralo cual seha seleccionado la proteina circumesporozoito
(CS) que se expresa de forma abundante en la superficie del parasito y que se halla comprometida en
€l proceso de invasion hepética.

Metodologia: El proceso consistio en una exhaustiva caracterizacién inmunolégica de la proteina,
mediante péptidos sintéticos de diferente longitud, seguida de pruebas de toxicidad e inmunogenicidad
en animales con lostres péptidos largos que cubren lasregionesN, Ry C dela CS. Como etapainicial
de la prueba en humanos, se hizo un ensayo clinico fase | que probd la seguridad e inmunogenicidad,
decada uno delos péptidosformuladosen el adyuvante Montanide | SA-720. El ensayo fueal azar, doble
ciegoy comprometio a 23 voluntarios sanos, hombresy mujeresentre 18y 33 afios de edad, sin historia
de malaria.

Conclusiones: Lavacuna fue muy bien tolerada y demostr 6 buena seguridad einmunogenicidad enlos
ensayos preclinicos asi como en todos los voluntarios, facilitando el avance a ulteriores fases de

investigacion clinica.
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Lamalariarepresentaunadelas enfermedadesinfeccio-
sas de mayor prevalencia en el mundo. A pesar de que €l
nimero real de casos esta probablemente subestimado, la
Organizacién Mundial delaSalud (OMS), calculaque cada
afo se producen por |o menos 500 millonesde casosclinicos

en todo el mundo*.

Plasmodium vivax ocupa el segundo lugar en términos
deprevalenciade casosdemalariadespuésdeP. fal ciparum,
y esresponsable de una altatasa de morbilidad estimada en
cerca de 100 millones de casos a afio, principal mente en
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regionesde Asiay Américal atina®. Laenfermedad genera

unaimportanteincapacidad fisica, como consecuenciadela

fiebre, e escalofrio, la sudoracion, la adinamia, y demés
sintomas clasicos de la mal aria; también se caracteriza por
recidivas periddicas.

La gran mortalidad y morbilidad ocasionadas por P.
falciparumy P. vivax, asi como |os problemas derivados de
laresistenciadel parésito alos medicamentos antimal aricos
y laresistenciadelos mosquitosalosinsecticidas, se suman
alas serias limitaciones en la aplicacién sistemética de las
medidas de control; lo cual hallevado a considerar que la
vacunacion seria la estrategia con mayor balance costo-
beneficio para el control de la enfermedad.

Las siguientes evidencias sustentan la factibilidad del
desarrollo de una vacuna antimal arica:

1. En areas con malaria, estable o inestable, alta o baja
endemia, los individuos expuestos a la transmision de
malaria por periodos largos, presentan una disminucion
del riesgo de muerte y de complicaciones severas de la
enfermedad®#;

2. En estos individuos se observan casos de malaria
asintomaticay unareduccion notable delaparasitemia®,

3. Losindividuos no-inmunes reducen significativamente
su parasitemia luego de la transferencia pasiva de
anticuerpos provenientes de pacientesinmunes alama-
laria;

4, Lainmunizacion experimental con esporozoitos atenua-
dos con radiacion, induce una proteccién compl eta con-
tralainfeccion. Sin embargo, producir vacunas basadas
en paréasitos atenuados, representa un reto técnicamente
dificil de afrontar®.

Por estasrazones, se haaprovechado el acceso atécnicas
debiologiamolecular y sintesispeptidica, paralaidentifica
cion y prueba de antigenos parasitarios que representan un
potencial como vacunas®. En los Ultimos cinco afios, se han
hecho grandes progresos en la prueba de moléculas
candidatas derivadas de los diferentes estadios de P.
falciparum’, asi como de combinaciones de las mismas.
Desde hace dosafios, luego delapublicacion del genomade
P. falciparum® y de los progresos en el estudio de su
proteoma® sevieneaplicando unapromisoriaestrategiapara
la seleccion de epitopes relevantes en el desarrollo de
vacunas, quecombinal osandlisisgenémicosy protedmicos'.
En el casodeP. vivax, debido alasrestriccionesqueimpone
lafaltade métodosde cultivoinvitro, este progreso hasido
mas limitado.

El desarrollo de una vacuna funcional contralamalaria
por P. vivax enfrenta numerosas dificultades bioldgicas,
técnicas y econdmicas. Primero, este Plasmodium tiene un
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genoma estimado en 30 Mb, que se distribuye en 14
cromosomas, con un total aproximado de 5,000 a 6,000
genes que aln no han sido secuenciados en su totalidad™.
Por anal ogiacon P. fal ciparum, este genomadarialugar ala
expresion de un proteoma que esta fuera del alcance delas
capacidades técnicas existentes parasu andlisis. EI comple-
jo metabolismo de P. vivax y su preferencia por células
inmaduras (reticulocitos) ha dificultado €l desarrollo de
técnicas de cultivo que permitan la produccion de material
parasitario en las concentraciones requeridas paralograr un
mayor avance en su andlisis quimico e inmunolégico.
Adiciona mente, en vistade su bajo indicede mortalidad, se
destinan muy pocos recursosapromover lainvestigacion en
esta especie, apesar de que lamorbilidad es significativay
gue en la mayoria de las regiones donde la malaria es
endémica, existelapresenciasimultaneade P. falciparumy
P. vivax. En estas comunidades, |as vacunas antimal ricas
que se han de aplicar, deberian poseer simultaneamente
elementos constitutivos de las dos especies del parasito de
manera que se impida la seleccion de una de €ellas y un
potencial desequilibrio epidemiolégico. En estas condicio-
nes, se impone la necesidad de desarrollar vacunas
polivalentes, que reduzcan latransmision y prevalencia de
las dos especies de parasito y, en formaideal, contra todas
las que afectan a ser humano.

Actualmenteexistenalrededor de 12 candidatosavacuna
contralamalariaque se eval Glan en ensayos clinicos, cuatro
de ellos derivados de la proteina CS de P. falciparum o
combinaciones de esta proteina con otros antigenos no
maldricost?13, En P. vivax, hasta el momento, solo existen
tres candidatos avacunaeval uados en voluntarios humanos,
| os péptidos sintéticos derivados de la proteina CS descritos
en este estudio, una proteinarecombinante que corresponde
aproximadamente al 70% de la proteina CS“ y la proteina
Pvs25, derivadadel os estadi os de ooquinetos/ooqui stesque
se desarrollan en el intestino del mosquito. La funcion de
esta Ultima seria bloquear la transmision de malaria del ser
humano a mosquito®.

Durante mas de unadécada, el grupo de Cali haconcen-
trado sus esfuerzos en crear lainfraestructura para el desa-
rrollo de unavacunacontralafase hepaticade P. vivax, que
requiere de un proceso que ya esta hien definido por la
Organizacién Mundial delaSalud (OM S)*¢. Este proceso se
inicia con una fase de busgueda de nuevas moléculas
candidatas a vacuna, que se estudian subsecuentemente en
ensayos pre-clinicos donde hay pruebasin vitro, andlisisde
potenciay pruebasin vivo en model os animales (roedoresy
primates), conel propésito desel eccionar aguellosantigenos
mas promisorios para su evaluacion en ensayos clinicos.
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Figura 1. Esquema cooperativo de desarrollo de la vacuna. Este esquema representa los pasos seguidos en el estudio
descritoylos sitios donde se desarrollaron las actividades principales. Se basaen el esquemageneral de descubrimien-

to y desarrollo de vacunas propuesto por la OMS.

Estos Ultimos se desarrollan en cuatro fases progresivas (I-
1V)2, de cuyo éxito depende que las vacunas se puedan
registrar parasu comercializacion y uso masivo en comuni-
dades endémicas o en riesgo de malaria. Aqui se describe
parte del proceso, seguido en el desarrollo de una vacuna
contra la fase hepatica de Plasmodium, desde la busqueda
del antigeno hastalafase | de ensayos clinicos (Figura 1).

MATERIALES Y METODOS

Inmunoégenos

Péptidos sintéticos. Se sintetizaron multiples péptidos
de distinta longitud y secuencia, correspondientes a la
proteina CS, con la técnica F-moc de fase sdlida'’. Inicial-
mente se sintetizaron 28 péptidos de 20 aminoécidos,
traslapados en 10 residuos cada uno (p1 ap28), que abarcan
latotalidad delaproteina. Despuéssesintetizaron 6 péptidos
de 9-10 residuos con los epitopes CD8+ y 3 péptidos largos
(N, R, C) de més de 70 aminoé&cidos (aa). El péptido N
corresponde a extremo amino (N-terminal) comprendido
entre los aa 20-96 (76 aa). El péptido C cubre e extremo
carboxilo (C-terminal), comprendido entre los aa 301-372
(71 aa) y el péptido R estaconformado por tresrepeticiones
del péptido pl1, localizado entre los aa 96-104 (27 aa) del
dominio central delaproteina(CS secuenciacomun), unido
en su extremo amino, a un epitope universal de células T

(ptt-30) derivado delatoxinatetanicat®. L os péptidos cortos
se emplearon para caracterizar la proteina y los péptidos
largos se utilizaron paramedir €l efecto de lavacunacion en
ensayos pre-clinicos en ratones y primates y en ensayos
clinicos de fase | en seres humanos.

Calidad de los péptidos largos. Los péptidos largos se
sintetizaron bajo las normas de* buenas practicas de labora-
torio” (Good Laboratory Practice, GLP) en el Instituto de
Bioguimica de la Universidad de Lausana, Suiza®®. Los
andlisis bioquimicos permitieron purificar cada uno de los
péptidos por el método de cromatografia de alta resolucién
(HPLC)® y asegurar la secuencia correspondiente de cada
fragmento por el método deespectrometriade masas(MS)?.
L os péptidos se empacaron en presentaciones individual es
de 36 y 120 pg, en e Departamento de Farmacia del
Hospital Cantonal Vaudoise de Lausana, Suiza, donde se
realizaron las pruebas de esterilidad mediante andlisis mi-
crobiol dgico degérmenesaerobiosy levaduras. Losandlisis
de pirogenicidad se realizaron por cinética de endotoxinas
por métodoscromogénicos(USP21,CFR610.12, Guidelines
for sterility testing for biologicals).

Estudios pre-clinicos de la vacuna

Toxicidad. Las pruebas de seguridad general las hizo el
laboratorioLCG Bioscienceen Turin, Italia. Seinmunizaron
tres grupos de cinco ratones hembrasdelacepaCD-1 BRy
dos cobayos hembras, cepa Dunkin Hartley Albino (casa
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Charles River Itadia S.p.A, via Independenza 11-23885
CALCO) cadauno con uno delos péptidoslargosN, Ro C.

Se realizd unainmunizacion intraperitoneal con 100 pg
del péptido en 1 ml desoluciénsalinag, seevaludlapresencia
de signos clinicos mediante la observacion de cambios
sistémicos y locales relacionados con toxicidad, alteracio-
nes del comportamiento y mortalidad alos 30 minutos, 2, 4
y 6 horas después de la inmunizacion, continuando con las
evaluaciones dos veces a dia hasta completar seis dias de
observacion. Todos|os procedimientos siguieron os proto-
colos operativos estandarizados por la compafiia LCG-
Bioscience

Pruebas de inmunogenicidad en animales de experi-
mentacion

Potencia. Los estudios de potencia de los péptidos se
Ilevaron a cabo en 60 ratones BALB/c hembras de 3-4
semanas de edad, procedentes del bioterio del Instituto de
Inmunologia del Vale (MVDC-260901). Los ratones se
inmunizaron via subcutanea (SC) en labase de lacola, con
cada uno de los tres péptidos N, R o C, derivados de la
proteina CS de P. vivax. Los grupos de 20 ratones se
distribuyeron en 5 subgrupos (A, B, C, Dy E) y se les
inmunizé conunasoladosisde0.1, 0.3, 3,106 30 ug decada
uno de los péptidos en condiciones de laboratorio (Bench
Quality, BQ) segun lasindicaciones de Buenas Practicasde
Laboratorio (BPL). Los titulos de anticuerpos contra cada
uno de los péptidos sintéticos se midieron mediante la
técnicade ELISA enlosdias0, 15y 30 post-inmunizacion.
Se consideraron titulos positivos en diluciones del suero
iguales 0 mayores a 1:100.

Inmunogenicidad en ratones. Se tomaron 12 ratones
BALB/c hembras entre 3 y 4 semanas de edad, del bioterio
del Instituto de Inmunologiade Valle, y sedistribuyeronen
tres grupos. A cadagrupo sele asignoé su inmunizacion con
uno de los tres péptidos N, C o R en tres dosis de 50 pg/
péptido formulados en adyuvante de Freund en unapropor-
¢ion 50:50 con solucién salina. De cada grupo se eligieron,
dos animales para inmunizarlos por viaintraperitoneal (1P)
y otrosdos por via SC enlabasedelacola(BC). Dosdelos
cuatro ratones de cada grupo recibieron la primera dosis de
inmunizacion con lamezcladelos péptidosN y Cy lasdos
dosissiguientesconlamezcladelostrespéptidos(N, Ry C)
con €l fin de que la respuestainmune se iniciara contralos
péptidos de las regiones flanqueantes de la proteinay luego
una respuesta contra la regién central (R), que, como se
sabe, es altamente inmunogénica?. Se realizd medicidn de
lostitul os de anticuerpos contra cadauno delos péptidosen
los dias 0, 14, 35y 42 mediante latécnica de ELISA.

Inmunogenicidad en primates. Los estudios de
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inmunogeni cidad serealizaron en 24 monosActuslemurinus
griseimembra machos o hembras de més de 800 g de peso,
criados en la Fundacion Centro de Primates en Cali. El
protocolo correspondiente (codigo: 1106-04-382-98, CT-
409-98) fue aprobado por el Comité de Etica Animal de la
Universidad del Valle (FUCEP-070600). Los estudios de
inmunogenicidad de | os péptidos con secuencias potencial -
mente inductoras de citotoxicidad (CD8+)? se hicieron en
un grupo de 6 animales que se inmunizaron con 2 dosis de
100 pg de cadauno delos péptidos (PV 1, PV 3, PV 5y PV
6) formulados en adyuvante de Freund, por via subcutanea.
A los Aotus seles sangr6 4 ml antes de cadainmunizacion
y 10diasdespuésdeladltima, paradeterminar por el método
ELISA, la produccién de Interferon gamma (IFN-y) en €
sobrenadante del cultivo de linfocitos estimulados con el
inmundgeno correspondiente.

Lainmunogenicidad delos péptidoslargos se determind
entresgruposde6 Aotuscadauno (GruposA-C), vacunados
por viasubcutaneaenlosdias0, 40y 120. El grupo A estuvo
constituido por 6 animales que se inocularon con 100 g/
dosis de lamezcladelos péptidos (N+R+C) formulados en
el adyuvante Montanide | SA-720 para uso en seres huma-
nosZ. El grupo B constituido por 6 animales que recibieron
e adyuvante de Freund considerado de referencia por su
potencia, pero que no se puede usar en humanos por su
toxicidad®. El grupo control C se inoculé con placebo
(adyuvante mezclado con agua destilada). La inmuno-
genicidad delospéptidos se determind mediantelastécnicas
ELISA despuésdecadainmunizacion el FAT enlosdias 30
y 130 después de la ultima inmunizacion.

Estudios clinicos de la vacuna

SeglinlosestdndaresdelaOMS, en los ensayos clinicos
de fase | se prueba la seguridad e inmunogenicidad del
candidato a vacuna'®. Estos estudios se realizaron bajo
normasdeBuenasPrécticasClinicas(Good Clinical Practice,
GCP), con un protocolo aprobado por el Comité de Etica
Humana de la Universidad del Valle y de la Fundacion
Clinica Valle ddl Lili. Este estudio lo superviso € Dr. R.
Palacios, monitor clinico asignado por el ProgramaEspecial
de Investigacién y Entrenamiento en Enfermedades Tropi-
calesdelaOrganizacion Mundial delaSalud (TDR/OMS).
Igualmente seasignaron 2 monitoresexternos de eval uaci6n
dedatos, laDra. G. Palma de Colciencias (Bogota, Colom-
bia) y el Dr. W. Rojas dela Corporacién de Investigaciones
Bioldgicas (CIB, Medellin, Colombia).

Sujetos humanos. Los voluntarios participantes en este
estudio fueron 23 adultosjévenes sin antecedentesde mala-
ria, 16 hombresy 7 mujeres, que aceptaron voluntariamente
por escrito, ser vacunados con | os péptidos sintéticoslargos
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derivados de la proteina CS de P. vivax, segun el protocolo
MV DC-2002-001. El tamafio de la muestra se calcul 6, por
razones de conveniencia, en 7 individuos por péptido (N, R
0C) y 2individuos para€l grupo control; sin embargo, este
tamario es el minimo ndimero necesario para obtener resul-
tados significativos, s se supone que la ocurrencia de
sucesos adversos es una situacion rara.

La convocatoria de participacion se hizo a través de
afiches, conferenciasy asesorias personalizadas. Las perso-
nas interesadas en participar firmaron el consentimiento
informado parainiciar €l proceso desel eccién, queconsistio
en unaevaluacion clinicacompletay examenes delaborato-
rio que incluyeron pruebas hematoldgicas, bioquimicas,
inmunoldgicas, pruebas para descubrir enfermedades in-
fecciosas como VIH (Abbott Axsym), sifilis (Organon
Teknika) hepatitis B 'y C (Abbott Axsym), deficiencia de
G6PD (Sigma) y determinacion de anticuerpos antima-
laricos?* con € fin de determinar € estado de salud, los
antecedentes de exposicion amalariay laausenciade algin
tipo de dergia.

Unapruebadeembarazo cuantitativa(Abbott Axsym) se
practicd alas mujeres antes de cada inmunizacion y en los
segui mientos programados. Durante este proceso, se selec-
ciond alos 23 voluntarios que cumplieron los criterios de
inclusion como ser adultos sanos entre 18 y 33 afios, usar
métodos anticonceptivos durante el periodo del estudio, no
vigjar azonasendémicasparamalaria, norecibir otrotipode
vacuna, ser localizable durante € periodo del estudio y
expresar por escrito su deseo de participar en el estudio
mediante la firma del consentimiento informado. A cada
sujeto seleexplico enformaclara, lalibertad deretirarseen
cualquier momento sin que esto implicara algun tipo de
sancion o pérdida de los beneficios de participar en el
estudio.

Esguema de inmunizacién y dosis. Los voluntarios se
distribuyeron al azar en tres grupos de 7 personas para ser
inmunizados con uno de los tres péptidos (N, R o C)
formulados en el adyuvante Montanide | SA-720, respecti-
vamente. Se asignaron como controles dos voluntarios en
cada uno de los tres grupos y recibieron una mezcla del
adyuvante Montanide 1SA-720 con solucion salina como
placebo en unarelacion 3:7. Ladosis del péptido sintético
para cadainmunizacion fue de 100 pg, en un volumen final
de 500 pl de cada una de las formulaciones. El esquemade
vacunacion consistio en tres inmunizaciones que se admi-
nistraronenlosmeses0, 2y 6 aplicadasviaintramuscular en
laregion deltoidea, alternando los brazos para cada inyec-
cion. Con el fin de mantener lacondicién de doble ciego del
estudio, ni los voluntarios, ni los investigadores, tuvieron
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acceso alainformacién sobrelaasignacion del péptido que
se utilizé para cada voluntario.

Evaluaci6n de seguridad. Losvoluntarios seobservaron
durante una hora postinmunizacion, a cuyo término se les
realizé un examen fisico completo queincluyd lamedicion
detalla, peso, tomade signos vitales y la evaluacion de los
sistemas otorrinolaringol égico, cardiovascular, pulmonar,
gastrointestinal y neuroldgico para garantizar € estado de
salud y descubrir posibles reacciones adversas; ademas se
hicieron nuevas evaluaciones alas 8 y 24 horas y 7 dias
postinmunizacién. Lasvisitas de seguimientoincluyeron un
examen médico completo y pruebas paraclinicas, a saber:
cuadro hematico completo, pruebas de coagulacion, perfil
hepético, pruebas de funcion renal, glicemia, anticuerpos
antinucleares (ANA), gque sellevaron a cabo en los meses
1, 2,6y 9luego deadministrar laprimeradosisdelavacuna.

Evaluacién de inmunogenicidad en humanos. Se efec-
tuaronsieteeval uaciones paradeterminar larespuestainmu-
ne humoral. Los titulos de anticuerpos se midieron por €l
método ELISA contra su inmundgeno y por la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFAT) contra la proteina
nativa, usando como antigeno esporozoitos de P. vivax con
la proteina CS homdloga, procedentes de la Unidad de
Entomologia del Instituto de Inmunologia segin método
descrito previamente®.

RESULTADOS

I nmunégenos. L os estudios de espectrometriade masas
demostraron que todos los péptidos sintetizados con el
método F-moc? tenian lamasaesperada. Parael caso delos
péptidos largos sintetizados en condiciones BPL, los estu-
dios de esterilidad y pirogenicidad fueron aprobados y
certificados por la unidad de produccion del Departamento
de Farmacias del Hospital Cantonal Vaudoise de Lausana,
Suiza.

Fase pre-clinica

Andlisisdetoxicidad. El uso delos péptidos (N, Ry C)
enlostresgrupos experimental esno produjo ef ectostdxicos
sistémicosolocales, lo cual se establecié por laausenciade
mortalidad, cambios clinicos, alteraciones en el comporta-
miento delos animales (ratonesy conejos), pérdidade peso
o cambiosen el sitio delainoculacién durante el periodo de
observacion.

Anadlisis de potencia e inmunogenicidad en ratones y
primates. L osestudios de potenciaen ratonesmostraron una
respuesta de anticuerpos variable como se observa en la
Figura2, queoscild entretitulosde 1:100a1:500.000 siendo
mayores |os titulos obtenidos con los péptidos Cy R en
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condiciones BQ; sin embargo, en todos los grupos de
ratones se produjo respuesta de anticuerpos con dosis de 10
y 30 ug, independientemente de la calidad del péptido. Los
ratonesinmunizados con el péptido C, presentaron lamejor
respuesta, pues se obtuvo aumento en lostitulos con solo 3

Media geométrica (titulos Acs)
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Figura 2. Respuesta de anticuerpos contra los péptidos
largos C, N, y R de la proteina circumesporozoito de
Plasmodium vivax, aplicados en ratones BALB/c en dosis
de 0.1, 0.3, 3, 10 y 30 mg. Cada uno de los péptidos se
sintetiz6 tanto en condiciones de laboratorio (Bench
Quality, BQ),como en condiciones de Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL). Los nimeros arriba de cada barra
corresponden a las desviaciones estandar para cada uno
de los grupos.

g de péptido con calidad BQ 'y de 10 g del péptido BPL.

L os resultados de inmunogenicidad en ratones con los
péptidos largos (Figura 3) demostraron que con una dosis
mas alta (50 ug), se logra incrementar la respuesta de
anticuerpos (1:80.000-1:1.000.000). A excepcion del grupo
inmunizado intraperitonealmente (IP) con e péptido C
terminal, el cual mostré unaatarespuestade anticuerpos, la
mejor ruta de inmunizacion es la subcutanea (SC).

L osdatosobtenidosde monosinmuni zados con péptidos

. & cBC . @ NBC
C - Terminal M N - Terminal ~ ® NBC R - Ptt 30
- cIp o NP o NIP
A N+R+C BC _ A N+R+C IP A N+R+C BC
107 ® N+R+C IP @ N+R+CBC @ N+R+CIP
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8 | i
(=]
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'_ -
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Dias ? “ Dl’as35 “ Dias

Figura 3. Inmunogenicidad de los péptidos largos en ratones BALB/c. Respuesta de anticuerpos en ratones BALB/c
contralos péptidos C, Ny R formulados en el adyuvante de Freund, aplicados via intraperitoneal (IP) y subcutanea en
la base de la cola (BC). Cada grupo se subdividio en cuatro grupos de tres animales inmunizados con los péptidos
individualesy conunamezcladelostres.Lamedicion delostitulos de anticuerpos sehizo enlos dias 0,14,35y 42 contra

los péptidos individuales mediante la técnica de ELISA.
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Cuadro 1
Produccion de IFN-y por linfocitos de monos Aotus
inmunizados con los péptidos PV1, PV2, PV5y PV6

Cédigo  Preinmunizacién (pg/ml) Postinmunizacién (pg/ml)

PV1 PV2 PV5 PV6
V11l 0.0 2964 2135 2078 842
V03 0.0 270 484 236 238
M45 4.16 1607 1598 1183 1612
A7 0.0 1940 1163 1484 546
M55 1.30 1968 1834 2385 684
M141 0.0 1874 3416 3534 3598

|argos demostraron unabuenaseguridad cuando losmismos
se formularon en Montanide 1SA-720, e indicaron gran
potenciainmunol 6gicaal administrarloscomoformulaciones
en adyuvante de Freund, que mostr6 la toxicidad esperada
(granulomas cutaneos severos), que los hace inaceptables
para el uso en seres humanos. En resumen, se observé una
alta inmunogenicidad y € reconocimiento de la proteina
nativa del parasito.

En cuanto alainmunogenicidad de los péptidos cortos
gue contienen epitopes citotdxicos, como se observaen el
Cuadro 1, los linfocitos de los Aotus inmunizados recono-
cieron|os péptidoscon estos epitopesy desencadenaron una
elevada produccion de IFN-y con rangos que variaban de
236-3,598 pg/ml, mientras quelosnivelesantesdelainmu-
nizacion fueron de s6lo 0-4 pg/ml.

Fase clinica

Seleccion de voluntarios. Se realizaron 12 reuniones
(entre seminariosy talleres), alas que asistieron un total de
450 personas. En ellas se explicaron completamente los
procedimientos, beneficios y riesgos de participar en el
estudio. De este grupo, un total de 60 asistieron a sesiones
de asesoria personalizada durante las cuales se atendieron
preguntas adicionales y quienes decidieron participar en el
estudio se convirtieron en voluntarios potenciales; de ellos
41 expresaron por escrito su deseo de participar a firmar el
consentimiento informado. Durante laevaluacién clinicase
determind que 13 personas presentaban algin criterio de
exclusion; lasrestantescumplieron contodosloscriteriosde
inclusion, y deellas, 5 decidieronretirarse voluntariamente.
Al final del proceso de seleccidn seincluyeron 23 personas
como se muestra en la Figura 4. Un mes después de la
primeradosisdeinmunizacion, unadelas personasseretird
del estudio debido a su necesidad de vigiar a una zona
endémicaparamalariay selareemplazo antes que al grupo
restante se le administrara la segunda dosis de inmuniza-
cion, cumpliendo satisfactoriamente todo el esquema de
vacunacion.

Seguridad general. Los andlisis de seguridad demostra-
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E Convocados (450) }

[ 60 Asesoria Personal j

19 no firman
consentimiento

{ 41 firman consentimiento }

13 criterios

de exclusion 5 se retiran

[ 23 aptos para participar ]

23 inmunizados
1 ingresa para
— reemplazar
23 inmunizados

Figura 4. Proceso de convocatoriay seleccion de volunta-
rios para dosis de 100 ug de la vacuna.

1retiro por vigie
azonaendémica

ronqueninguno delosindividuospresentd eventosadversos
serios, definidos de acuerdo con los criterios comunes de
toxicidad version 2.0 DCTD, NCI, NIH, DHHS, marzo
1998. El esquema de vacunacién se completo satisfactoria-
mente en los 23 voluntarios. Lasinmunizaciones serelacio-
naron con la presencia de signos o sintomas leves, de los
cualesel dolor en €l sitio deinyeccién fue el masfrecuente,
la duracion de este dolor nunca se inform6 mas alla de las
primeras48 horasdespuésdelainmunizacion, y entodoslos
casoslosvoluntarioscoincidieronen afirmar queerasimilar
al causado por cualquierade las vacunas clésicas. El dolor
no tuvo unarelacion directacon el péptido administrado. El
hallazgo clinico quetuvo lamayor frecuenciaen lasevalua
ciones post-inmunizacién, fue la presencia de edema leve,
gue se resolvié en todos los casos antes de 48 horas, sin
relacionarse en ninglin caso con el péptido administrado.
L os seguimientos paraclinicos en € transcurso del estudio
no mostraron alteraciones con respecto a la vacuna en
ninguno de los casos.

Inmunogenicidad en voluntarios humanos. Los resul-
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Cuadro 2
Titulos de anticuerpos especificos de voluntarios contra
los péptidos N, Ry C después de cada inmunizacién

Dia postinmunizacién Promedio (rango) Grupo control

N R C
0 0 0 0 0
60 1:600 1:500 0 0
(0-1.600) (0-800)
180 1:1200 1:1500 1:500 1:100

(400-3.200) (200-6.400)  (0-1.600)  (0-200)

tados preliminares de inmunogenicidad, medida por lares-
puesta de anticuerpos contra cada uno de los péptidos
sintéticos que se utilizaron como inmundgenos en pruebas
deELISA, mostré unincremento de anti cuerpos especificos
contra cada uno de los péptidos largos los cuales oscilaron
entre 1:200 y 1:6.400 (Cuadro 2), encontrandose titulos
mayores contra los péptidos N y R. Para los tres péptidos
largos, los titul os de anticuerpos al canzados se sostuvieron
durante el periodo de seguimiento hasta 3 meses despuésde
ladltimainmunizacion, siendo mésaltos quelos al canzados
por el grupo control (Cuadro 2). Masimportante alln es que
los sueros de los voluntarios inmunizados reconocieron la
proteina nativa expresada en la superficie del esporozoito
evaluado mediante latécnica deinmunofluorescencia (dato
no presentado).

DISCUSION

En el presente estudio se ha descrito € empleo de una
amplia gama de facilidades establecidas conjuntamente
entreel Instituto delnmunologiadelaUniversidad del Valle
y €l Centro Internacional de Vacunas(Cali, Colombia), que
representa una infraestructura Unica para el desarrollo y
prueba de vacunas contra la malaria. Por medio de esta
infraestructura, con importantes ventgjas comparativas, se
ha establecido una agenda que incluye varias estrategias
orientadasaacel erar el desarrollodeunavacunamultivalente
eficaz contra las dos especies de malaria mas comunes a
nivel mundial. Tales estrategias comprenden, el andlisis
simulténeo de la inmunogenicidad de multiples antigenos
malaricos como candidatos potenciales contra la malaria
causada tanto por P. falciparum como por P. vivax®, la
identificacion de epitopesrelevantes en dichas proteinas® y
mas recientemente unaestrategiagendémicaparael desarro-
Ilo de vacunas de ADN.

En el presente trabajo se describe parcia mente € andli-
sisdelaproteinaCSdeP. vivax que hase hasometido auna
cuidadosa caracterizacion inmunolégica. La presencia de
epitopes B, T-CD4*y T-CD8* através de toda su secuencia
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yase habiadefinido antes?»?"%, y seratifico paraagunosde
ellosen el presente estudio. Laidentificacion delosmismos
permitié utilizar |aestrategiade sintesisquimicade péptidos
largos con multiples de estos epitopes capaces de comple-
mentarse en lainducci én de unaadecuadarespuestainmune
humoral y celular. Latécnicade sintesis de péptidos largos
desarrollada por uno de nosotros (GC)?°, ha permitido la
répida produccion de numerosos péptidos candidatos a
vacuna en cantidades suficientes para pruebas preclinicasy
clinicas; ademés, éstatécnicapermite unafacil purificacion
sin riesgo de contaminantes natural es provenientes de cul-
tivos celulares. Los resultados de las pruebas de toxicidad
general delospéptidosenroedoresy laspruebasde potencia
inmunogénica de los mismos, indicaron la factibilidad de
Ilevar acabo estudios preclinicos en primates no humanosy
ensayos clinicos en voluntarios humanos. Los primeros se
realizaron con € fin de determinar:

a. Lainmunogenicidad de péptidos reconocidos por célu-

las CD8+ humanas en monos Aotus y
b. Lainmunogenicidad de combinaciones de |os péptidos

largos N, Ry C en e mismo modelo animal.

Los linfocitos CD8+ juegan un importante papel en la
proteccion contra la fase hepética de la malaria® en la
medidaen que estas cél ulastienen lacapacidad deinducir la
destruccién directade hepatocitosinfectados® y laproduc-
cion de IFN-y?*2 capaces de bloquear el desarrollo del
parésito dentro del hepatocito®™3*, Por otra parte, estos
resultados son de gran importancia para confirmar la utili-
dad del modelo Aotus en estudios en malaria, pues los
mismos permiten inferir que los epitopes CD8+ analizados,
cuyarespuestaen el humano estarestringidagenéticamente
por moléculas HLA-A2.1, son igual mente reconocidas por
loslinfocitosdeActus, |o quepermitesuponer unahomologia
entrelasmolécul asclasel desereshumanosy estosprimates.
El grupo de Cali en laactualidad analiza esta homologiade
manera sistemética. Los resultados de estudios previos
hechos en Cali con la proteina de estadios hepaticos de P.
falciparum, L SA-3, permiten suponer que |os mecanismos
de proteccion en Aotus y seres humanos son por 1o menos
parciamente similares, lo que confirma el valor de este
model o experimental y permiteacel erar el descubrimientoy
andlisis de nuevas moléculas con potencial paradesarrollar
vacunas de uso humano.

Ademés, debido alaaltainmunogenicidad del fragmen-
toR?%, laestrategiadeinoculacioninicia conlospéptidosN
y C seguida de la combinacion N+R+C probada en Actus,
indico que se puede generar unamejor respuesta contralos
epitopes presentesen esaregiony evitar ladistraccionenla
respuesta por epitopes altamente inmunogénicos como €l
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R?2, En todos los casos, los anticuerpos inducidos por la
inmunizaci6n de roedoresy Aotus con estos péptidos largos
gue contienen epitopes B, reconocieron no sélo los inmu-
négenos, sino la proteina CS sobre esporozoitos, indicando
guelaestructuradeesosepitopesseconservaenlospéptidos
sintéticosy simulalaestructura de la proteina nativa. Igual
deducci6n puede hacerse de resultados obtenidos en monos
Aotusinmunizados con los péptidoslargosen losque sedio
unadosis de refuerzo con esporozoitos frescos de P. vivax.
Este procedimiento indujo un refuerzo en la respuesta de
produccion de |FN-y?2,

Deigual maneralos sueros de los voluntarios humanos
inmunizados con los péptidos largos formulados en
Montanide | SA-720, revelaron altos titul os de anticuerpos,
capaces de reconocer la proteina nativa cuando se analiza-
ron mediantelatécnicade IFAT. Lasimilitud en el recono-
cimiento de los epitopes contenidos en la proteina CS, por
parte de los individuos semi-inmunes de las &reas endémi-
cas, por los monos Aotus inmunizados® y posteriormente
por los voluntarios inmunizados en este estudio, indican su
condi ci 6n deepitopesdominantes, altamenteinmunogéni cos
y con un posible efecto protector contralainfeccion por P.
vivax. En vistade lagran complejidad del ciclo de vidadel
Plasmodium, y de los multiples componentes tanto del
parésito como de la respuesta inmune contralamalaria, es
facil predecir que el empleo delaproteinaCSdeP. vivax o
de los fragmentos descritos antes, no sean por si solos
capaces de conferir unainmunidad suficiente paratener un
impacto epidemiol 6gico duradero en lascomunidadesendé-
micas; sin embargo, |os resultados de | os estudios descritos
aqui, demuestran un gran potencia de este antigeno como
subunidad para ser incluida en una vacuna multivalente.

Estudios en progreso indican que su homdlogo de P.
falciparum tiene una importante capacidad protectora, 1o
gue genera un argumento a favor de la proteina CS de P.
vivax. En este Ultimo, el bloqueo de lafase hepéticareviste
la mayor importancia debido al comportamiento biol égico
del parésito, que termina en la generacion de hipnozoitos,
responsables de las recidivas caracteristicas de la enferme-
dad.

Finalmente, los resultados de estudios sistematicos y
secuenciales en el proceso de desarrollo de unavacuna, en
este caso, la proteina CS de P. vivax, demuestran que es
posible prever el éxito en el desarrollo de unavacunacontra
lamalaria

En laactualidad se adel antan trabaj os complementarios,
con proteinas de otros estadios de P. vivax, en el marco de
un programainternacional llevado a cabo por €l Consorcio
para la Investigacion Cientifica, en el que participan el
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Instituto delnmunol ogiadel Valle, el Centrolnternacional de
Vacunas, laFundacion Centro de Primates® y otrasinstitu-
ciones de Colombia, que trabagjan en colaboracion con
numerosos centros de investigacion del mundo.

SUMMARY

Introduction: Plasmodium vivax causes approximately
80-100 million clinical cases every year. It is the most
preval ent human malariaparasitein the American continent
anditsprevalenceissecondonly to P. fal ciparumworldwide.
Due to the emergence of medication-resistant parasites and
an increase in insecticide-resistant mosguitoes, research to
find a vaccine that could prevent or limit the clinical
manifestations of the disease has increased greatly. During
the last two decades, significant progress has been achieved
in this attempt; however, the development of a P. vivax
vaccine has been hampered dueto the lack of sustainablein
vitro parasite cultures.

Objectives. We describe the devel opment and testing of
avaccine to P. vivax pre-erythrocytic stages. We selected
the circumsporozoite (CS) protein, an antigen abundantly
expressed on the parasite surface.

Methodology: After extensive immunological charac-
terization in vitro, three long peptides (N, R and C) were
synthesized, and the toxicity and immunogenicity of these
peptideswerethoroughly assessedin animals. To determine
the safety and immunogenicity in humans, a randomized,
doubleblind clinical trial was conducted. Thetrial included
23 healthy volunteerswho received 100 pg of N, R and C of
each peptide formulated in Montanide 1SA-720 adjuvant.

Conclusions: The vaccination was well tolerated and
proven to be safe in both animals and volunteers; thus,
additional clinical trials utilizing this vaccine candidate are
indicated.

Key words. P. vivax; Malaria; Vaccine,
Pre-erythrocytic stages; Clinical trias.
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