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    RESUMEN

Introducción: 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 clásicos de control de la malaria,
derivada de la creciente resistencia de los mosquitos a los insecticidas y de los parásitos a los
medicamentos disponibles, se ha trabajado intensamente en la búsqueda de vacunas que puedan
prevenir completamente la infección o limitar los efectos patológicos de la enfermedad.
Objetivos: Este trabajo describe el proceso de desarrollo de una vacuna experimental dirigida contra
las formas pre-eritrocíticas del parásito, para lo cual se ha seleccionado la proteína circumesporozoito
(CS) que se expresa de forma abundante en la superficie del parásito y que se halla comprometida en
el proceso de invasión hepática.
Metodología: El proceso consistió en una exhaustiva caracterización inmunológica de la proteína,
mediante péptidos sintéticos de diferente longitud, seguida de pruebas de toxicidad e inmunogenicidad
en animales con los tres péptidos largos que cubren las regiones N, R y C de la CS. Como etapa inicial
de la prueba en humanos, se hizo un ensayo clínico fase I que probó la seguridad e inmunogenicidad,
de cada uno de los péptidos formulados en el adyuvante Montanide ISA-720. El ensayo fue al azar, doble
ciego y comprometió a 23 voluntarios sanos, hombres y mujeres entre 18 y 33 años de edad, sin historia
de malaria.
Conclusiones: La vacuna fue muy bien tolerada y demostró buena seguridad e inmunogenicidad en los
ensayos preclínicos así como en todos los voluntarios, facilitando el avance a ulteriores fases de
investigación clínica.
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La malaria representa una de las enfermedades infeccio-
sas de mayor prevalencia en el mundo. A pesar de que el
número real de casos está probablemente subestimado, la
Organización Mundial de la Salud (OMS), calcula que cada
año se producen por lo menos 500 millones de casos clínicos

en todo el mundo1.
Plasmodium vivax ocupa el segundo lugar en términos

de prevalencia de casos de malaria después de P. falciparum,
y es responsable de una alta tasa de morbilidad estimada en
cerca de 100 millones de casos al año, principalmente en
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regiones de Asia y América Latina2. La enfermedad genera
una importante incapacidad física, como consecuencia de la
fiebre, el escalofrío, la sudoración, la adinamia, y demás
síntomas clásicos de la malaria; también se caracteriza por
recidivas periódicas.

La gran mortalidad y morbilidad ocasionadas por P.
falciparum y P. vivax, así como los problemas derivados de
la resistencia del parásito a los medicamentos antimaláricos
y la resistencia de los mosquitos a los insecticidas, se suman
a las serias limitaciones en la aplicación sistemática de las
medidas de control; lo cual ha llevado a considerar que la
vacunación sería la estrategia con mayor balance costo-
beneficio para el control de la enfermedad.

Las siguientes evidencias sustentan la factibilidad del
desarrollo de una vacuna antimalárica:
1. En áreas con malaria, estable o inestable, alta o baja

endemia, los individuos expuestos a la transmisión de
malaria por períodos largos, presentan una disminución
del riesgo de muerte y de complicaciones severas de la
enfermedad3,4;

2. En estos individuos se observan casos de malaria
asintomática y una reducción notable de la parasitemia3;

3. Los individuos no-inmunes reducen significativamente
su parasitemia luego de la transferencia pasiva de
anticuerpos provenientes de pacientes inmunes a la ma-
laria4;

4. La inmunización experimental con esporozoitos atenua-
dos con radiación, induce una protección completa con-
tra la infección. Sin embargo, producir vacunas basadas
en parásitos atenuados, representa un reto técnicamente
difícil de afrontar5.
Por estas razones, se ha aprovechado el acceso a técnicas

de biología molecular y síntesis peptídica, para la identifica-
ción y prueba de antígenos parasitarios que representan un
potencial como vacunas6. En los últimos cinco años, se han
hecho grandes progresos en la prueba de moléculas
candidatas derivadas de los diferentes estadios de P.
falciparum7, así como de combinaciones de las mismas.
Desde hace dos años, luego de la publicación del genoma de
P. falciparum8 y de los progresos en el estudio de su
proteoma9 se viene aplicando una promisoria estrategia para
la selección de epítopes relevantes en el desarrollo de
vacunas, que combina los análisis genómicos y proteómicos10.
En el caso de P. vivax, debido a las restricciones que impone
la falta de métodos de cultivo in vitro, este progreso ha sido
más limitado.

El desarrollo de una vacuna funcional contra la malaria
por P. vivax enfrenta numerosas dificultades biológicas,
técnicas y económicas. Primero, este Plasmodium tiene un

genoma estimado en 30 Mb, que se distribuye en 14
cromosomas, con un total aproximado de 5,000 a 6,000
genes que aún no han sido secuenciados en su totalidad11.
Por analogía con P. falciparum, este genoma daría lugar a la
expresión de un proteoma que está fuera del alcance de las
capacidades técnicas existentes para su análisis. El comple-
jo metabolismo de P. vivax y su preferencia por células
inmaduras (reticulocitos) ha dificultado el desarrollo de
técnicas de cultivo que permitan la producción de material
parasitario en las concentraciones requeridas para lograr un
mayor avance en su análisis químico e inmunológico.
Adicionalmente, en vista de su bajo índice de mortalidad, se
destinan muy pocos recursos a promover la investigación en
esta especie, a pesar de que la morbilidad es significativa y
que en la mayoría de las regiones donde la malaria es
endémica, existe la presencia simultánea de P. falciparum y
P. vivax. En estas comunidades, las vacunas antimaláricas
que se han de aplicar, deberían poseer simultáneamente
elementos constitutivos de las dos especies del parásito de
manera que se impida la selección de una de ellas y un
potencial desequilibrio epidemiológico. En estas condicio-
nes, se impone la necesidad de desarrollar vacunas
polivalentes, que reduzcan la transmisión y prevalencia de
las dos especies de parásito y, en forma ideal, contra todas
las que afectan al ser humano.

Actualmente existen alrededor de 12 candidatos a vacuna
contra la malaria que se evalúan en ensayos clínicos, cuatro
de ellos derivados de la proteína CS de P. falciparum o
combinaciones de esta proteína con otros antígenos no
maláricos12,13. En P. vivax, hasta el momento, sólo existen
tres candidatos a vacuna evaluados en voluntarios humanos,
los péptidos sintéticos derivados de la proteína CS descritos
en este estudio, una proteína recombinante que corresponde
aproximadamente al 70% de la proteína CS14 y la proteína
Pvs25, derivada de los estadios de ooquinetos/ooquistes que
se desarrollan en el intestino del mosquito. La función de
esta última sería bloquear la transmisión de malaria del ser
humano al mosquito15.

Durante más de una década, el grupo de Cali ha concen-
trado sus esfuerzos en crear la infraestructura para el desa-
rrollo de una vacuna contra la fase hepática de P. vivax, que
requiere de un proceso que ya está bien definido por la
Organización Mundial de la Salud (OMS)16. Este proceso se
inicia con una fase de búsqueda de nuevas moléculas
candidatas a vacuna, que se estudian subsecuentemente en
ensayos pre-clínicos donde hay pruebas in vitro, análisis de
potencia y pruebas in vivo en modelos animales (roedores y
primates), con el propósito de seleccionar aquellos antígenos
más promisorios para su evaluación en ensayos clínicos.
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Estos últimos se desarrollan en cuatro fases progresivas (I-
IV)16, de cuyo éxito depende que las vacunas se puedan
registrar para su comercialización y uso masivo en comuni-
dades endémicas o en riesgo de malaria. Aquí se describe
parte del proceso, seguido en el desarrollo de una vacuna
contra la fase hepática de Plasmodium, desde la búsqueda
del antígeno hasta la fase I de ensayos clínicos (Figura 1).

MATERIALES Y MÉTODOS

Inmunógenos
Péptidos sintéticos. Se sintetizaron múltiples péptidos

de distinta longitud y secuencia, correspondientes a la
proteína CS, con la técnica F-moc de fase sólida17. Inicial-
mente se sintetizaron 28 péptidos de 20 aminoácidos,
traslapados en 10 residuos cada uno (p1 a p28), que abarcan
la totalidad de la proteína. Después se sintetizaron 6 péptidos
de 9-10 residuos con los epítopes CD8+ y 3 péptidos largos
(N, R, C) de más de 70 aminoácidos (aa). El péptido N
corresponde al extremo amino (N-terminal) comprendido
entre los aa 20-96 (76 aa). El péptido C cubre el extremo
carboxilo (C-terminal), comprendido entre los aa 301-372
(71 aa) y el péptido R está conformado por tres repeticiones
del péptido p11, localizado entre los aa 96-104 (27 aa) del
dominio central de la proteína (CS secuencia común), unido
en su extremo amino, a un epítope universal de células T

(ptt-30) derivado de la toxina tetánica18. Los péptidos cortos
se emplearon para caracterizar la proteína y los péptidos
largos se utilizaron para medir el efecto de la vacunación en
ensayos pre-clínicos en ratones y primates y en ensayos
clínicos de fase I en seres humanos.

Calidad de los péptidos largos. Los péptidos largos se
sintetizaron bajo las normas de “buenas prácticas de labora-
torio” (Good Laboratory Practice, GLP) en el Instituto de
Bioquímica de la Universidad de Lausana, Suiza19. Los
análisis bioquímicos permitieron purificar cada uno de los
péptidos por el método de cromatografía de alta resolución
(HPLC)20 y asegurar la secuencia correspondiente de cada
fragmento por el método de espectrometría de masas (MS)20.
Los péptidos se empacaron en presentaciones individuales
de 36 y 120 µg, en el Departamento de Farmacia del
Hospital Cantonal Vaudoise de Lausana, Suiza, donde se
realizaron las pruebas de esterilidad mediante análisis mi-
crobiológico de gérmenes aerobios y levaduras. Los análisis
de pirogenicidad se realizaron por cinética de endotoxinas
por métodos cromogénicos (USP 21,CFR 610.12, Guidelines
for sterility testing for biologicals).

Estudios pre-clínicos de la vacuna
Toxicidad. Las pruebas de seguridad general las hizo el

laboratorio LCG Bioscience en Turín, Italia. Se inmunizaron
tres grupos de cinco ratones hembras de la cepa CD-1 BR y
dos cobayos hembras, cepa Dunkin Hartley Albino (casa

Figura 1. Esquema cooperativo de desarrollo de la vacuna. Este esquema representa los pasos seguidos en el estudio
descrito y los sitios donde se desarrollaron las actividades principales. Se basa en el esquema general de descubrimien-
to y desarrollo de vacunas propuesto por la OMS.
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Charles River Italia S.p.A, via Independenza 11-23885
CALCO) cada uno con uno de los péptidos largos N, R o C.

Se realizó una inmunización intraperitoneal con 100 µg
del péptido en 1 ml de solución salina, se evaluó la presencia
de signos clínicos mediante la observación de cambios
sistémicos y locales relacionados con toxicidad, alteracio-
nes del comportamiento y mortalidad a los 30 minutos, 2, 4
y 6 horas después de la inmunización, continuando con las
evaluaciones dos veces al día hasta completar seis días de
observación. Todos los procedimientos siguieron los proto-
colos operativos estandarizados por la compañía LCG-
Bioscience

Pruebas de inmunogenicidad en animales de experi-
mentación

Potencia. Los estudios de potencia de los péptidos se
llevaron a cabo en 60 ratones BALB/c hembras de 3-4
semanas de edad, procedentes del bioterio del Instituto de
Inmunología del Valle (MVDC-260901). Los ratones se
inmunizaron vía subcutánea (SC) en la base de la cola, con
cada uno de los tres péptidos N, R o C, derivados de la
proteína CS de P. vivax. Los grupos de 20 ratones se
distribuyeron en 5 subgrupos (A, B, C, D y E) y se les
inmunizó con una sola dosis de 0.1, 0.3, 3, 10 ó 30 µg de cada
uno de los péptidos en condiciones de laboratorio (Bench
Quality, BQ) según las indicaciones de Buenas Prácticas de
Laboratorio (BPL). Los  títulos de anticuerpos contra cada
uno de los péptidos sintéticos se midieron mediante la
técnica de ELISA en los días 0, 15 y 30 post-inmunización.
Se consideraron títulos positivos en diluciones del suero
iguales o 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 Inmunología del Valle, y se distribuyeron en
tres grupos. A cada grupo se le asignó su inmunización con
uno de los tres péptidos N, C o R en tres dosis de 50 µg/
péptido formulados en adyuvante de Freund en una propor-
ción 50:50 con solución salina. De cada grupo se eligieron,
dos animales para  inmunizarlos por vía intraperitoneal (IP)
y otros dos por vía SC en la base de la cola (BC). Dos de los
cuatro ratones de cada grupo recibieron la primera dosis de
inmunización con la mezcla de los péptidos N y C y las dos
dosis siguientes con la mezcla de los tres péptidos (N, R y C)
con el fin de que la respuesta inmune se iniciara contra los
péptidos de las regiones flanqueantes de la proteína y luego
una respuesta contra la región central (R), que, como se
sabe, es altamente inmunogénica21. Se realizó medición de
los títulos de anticuerpos contra cada uno de los péptidos en
los días 0, 14, 35 y 42 mediante la técnica de ELISA.

Inmunogenicidad en primates. Los estudios de

inmunogenicidad se realizaron en 24 monos Aotus lemurinus
griseimembra machos o hembras de más de 800 g de peso,
criados en la Fundación Centro de Primates en Cali. El
protocolo correspondiente (código: 1106-04-382-98, CT-
409-98) fue aprobado por el Comité de Ética Animal de la
Universidad del Valle (FUCEP-070600). Los estudios de
inmunogenicidad de los péptidos con secuencias potencial-
mente inductoras de citotoxicidad (CD8+)22 se hicieron en
un grupo de 6 animales que se inmunizaron con 2 dosis de
100 µg de cada uno de los péptidos (PV 1, PV 3, PV 5 y PV
6) formulados en adyuvante de Freund, por vía subcutánea.
A los Aotus se les  sangró 4 ml antes de cada inmunización
y 10 días después de la última, para determinar por el método
ELISA, la producción de Interferón gamma (IFN-γ) en el
sobrenadante del cultivo de linfocitos estimulados con el
inmunógeno correspondiente.

La inmunogenicidad de los péptidos largos se determinó
en tres grupos de 6 Aotus cada uno (Grupos A-C), vacunados
por vía subcutánea en los días 0, 40 y 120. El grupo A estuvo
constituido por 6 animales que se inocularon con 100 µg/
dosis de la mezcla de los péptidos (N+R+C) formulados en
el adyuvante Montanide ISA-720 para uso en seres huma-
nos23. El grupo B constituido por 6 animales que recibieron
el adyuvante de Freund considerado de referencia por su
potencia, pero que no se puede usar en humanos por su
toxicidad24. El grupo control C se inoculó con placebo
(adyuvante mezclado con agua destilada). La inmuno-
genicidad de los péptidos se determinó mediante las técnicas
ELISA después de cada inmunización e IFAT en los días 30
y 130 después de la última inmunización.

Estudios clínicos de la vacuna
Según los estándares de la OMS, en los ensayos clínicos

de fase I se prueba la seguridad e inmunogenicidad del
candidato a vacuna16. Estos estudios se realizaron bajo
normas de Buenas Prácticas Clínicas (Good Clinical Practice,
GCP), con un protocolo aprobado por el Comité de Ética
Humana de la Universidad del Valle y de la Fundación
Clínica Valle del Lili. Este estudio lo supervisó el Dr. R.
Palacios, monitor clínico asignado por el Programa Especial
de Investigación y Entrenamiento en Enfermedades Tropi-
cales de la Organización Mundial de la Salud (TDR/OMS).
Igualmente se asignaron 2 monitores externos de evaluación
de datos, la Dra. G. Palma de Colciencias (Bogotá, Colom-
bia) y el Dr. W. Rojas de la Corporación de Investigaciones
Biológicas (CIB, Medellín, Colombia).

Sujetos humanos. Los voluntarios participantes en este
estudio fueron 23 adultos jóvenes sin antecedentes de mala-
ria, 16 hombres y 7 mujeres, que aceptaron voluntariamente
por escrito, ser vacunados con los péptidos sintéticos largos
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derivados de la proteína CS de P. vivax, según el protocolo
MVDC-2002-001. El tamaño de la muestra se calculó, por
razones de conveniencia, en 7 individuos por péptido (N, R
o C) y 2 individuos para el grupo control; sin embargo, este
tamaño es el mínimo número necesario para obtener resul-
tados significativos, si se supone que la ocurrencia de
sucesos adversos es una situación rara.

La convocatoria de participación se hizo a través de
afiches, conferencias y asesorías personalizadas. Las perso-
nas interesadas en participar firmaron el consentimiento
informado para iniciar el proceso de selección, que consistió
en una evaluación clínica completa y exámenes de laborato-
rio que incluyeron pruebas hematológicas, bioquímicas,
inmunológicas, pruebas para  descubrir enfermedades in-
fecciosas como VIH (Abbott Axsym), sífilis (Organon
Teknika) hepatitis B y C (Abbott Axsym), deficiencia de
G6PD (Sigma) y determinación de anticuerpos antima-
láricos21 con el fin de determinar el estado de salud, los
antecedentes de exposición a malaria y la ausencia de algún
tipo de alergia.

Una prueba de embarazo cuantitativa (Abbott Axsym) se
practicó a las mujeres antes de cada inmunización y en los
seguimientos programados. Durante este proceso, se selec-
cionó a los 23 voluntarios que cumplieron los criterios de
inclusión como ser adultos sanos entre 18 y 33 años, usar
métodos anticonceptivos durante el período del estudio, no
viajar a zonas endémicas para malaria, no recibir otro tipo de
vacuna, ser localizable durante el período del estudio y
expresar por escrito su deseo de participar en el estudio
mediante la firma del consentimiento informado. A cada
sujeto se le explicó en forma clara, la libertad de retirarse en
cualquier momento sin que esto implicara algún tipo de
sanción o pérdida de los beneficios de participar en el
estudio.

Esquema de inmunización 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 ISA-720, respecti-
vamente. Se asignaron como controles dos voluntarios en
cada uno de los tres grupos y recibieron una mezcla del
adyuvante Montanide ISA-720 con solución salina como
placebo en una relación 3:7. La dosis del péptido sintético
para cada inmunización fue de 100 µg, en un volumen final
de 500 µl de cada una de las formulaciones. El esquema de
vacunación consistió en tres inmunizaciones que se admi-
nistraron en los meses 0, 2 y 6 aplicadas vía intramuscular en
la región deltoidea, alternando los brazos para cada inyec-
ción. Con el fin de mantener la condición de doble ciego del
estudio, ni los voluntarios, ni los investigadores, tuvieron

acceso a la información sobre la asignación del péptido que
se utilizó para cada voluntario.

Evaluación de seguridad. Los voluntarios  se observaron
durante una hora postinmunización, a cuyo término se les
realizó un examen físico completo que incluyó la medición
de talla, peso, toma de signos vitales y la evaluación de los
sistemas otorrinolaringológico, cardiovascular, pulmonar,
gastrointestinal y neurológico para garantizar el estado de
salud y descubrir posibles reacciones adversas; además se
hicieron nuevas evaluaciones a las 8 y 24 horas y 7 días
postinmunización. Las visitas de seguimiento incluyeron un
examen médico completo y pruebas paraclínicas, a saber:
cuadro hemático completo, pruebas de coagulación, perfil
hepático, pruebas de función renal, glicemia, anticuerpos
antinucleares (ANA),  que se llevaron a cabo en los meses
1, 2, 6 y 9 luego de administrar la primera dosis de la vacuna.

Evaluación de inmunogenicidad en humanos. Se efec-
tuaron siete evaluaciones para determinar la respuesta inmu-
ne humoral. Los títulos de anticuerpos se midieron por el
método ELISA contra su inmunógeno y por la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFAT) contra la proteína
nativa, usando como antígeno esporozoitos de P. vivax con
la proteína CS homóloga, procedentes de la Unidad de
Entomología del Instituto de Inmunología según método
descrito previamente25.

RESULTADOS

Inmunógenos. Los estudios de espectrometría de masas
demostraron que todos los péptidos sintetizados con el
método F-moc19 tenían la masa esperada. Para el caso de los
péptidos largos sintetizados en condiciones BPL, los estu-
dios de esterilidad y pirogenicidad fueron aprobados y
certificados por la unidad de producción del Departamento
de Farmacias del Hospital Cantonal Vaudoise de Lausana,
Suiza.

Fase pre-clínica
Análisis de toxicidad. El uso de los péptidos (N, R y C)

en los tres grupos experimentales no produjo efectos tóxicos
sistémicos o locales, lo cual se estableció por la ausencia de
mortalidad, cambios clínicos, alteraciones en el comporta-
miento de los animales (ratones y conejos), pérdida de peso
o cambios en el sitio de la inoculación durante el período de
observación.

Análisis de potencia e inmunogenicidad en ratones y
primates. Los estudios de potencia en ratones mostraron una
respuesta de anticuerpos variable como se observa en la
Figura 2, que osciló entre títulos de 1:100 a 1:500.000 siendo
mayores los títulos obtenidos con los péptidos C y 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 µg, independientemente de la calidad del péptido. Los
ratones inmunizados con el péptido C, presentaron la mejor
respuesta, pues se obtuvo aumento en los títulos con solo 3

µg de péptido con calidad BQ y de 10 µg del péptido BPL.
Los resultados de inmunogenicidad en ratones con los

péptidos largos (Figura 3) demostraron que con una dosis
más alta (50 µg), se logra incrementar la respuesta de
anticuerpos (1:80.000-1:1.000.000). A excepción del grupo
inmunizado intraperitonealmente (IP) con el péptido C
terminal, el cual mostró una alta respuesta de anticuerpos, la
mejor ruta de inmunización es la subcutánea (SC).

Los datos obtenidos de monos inmunizados con péptidos
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Figura 3. Inmunogenicidad de los péptidos largos en ratones BALB/c.  Respuesta de anticuerpos en ratones BALB/c
contra los péptidos C, N y R formulados en el adyuvante de Freund, aplicados vía intraperitoneal (IP) y subcutánea en
la base de la cola (BC). Cada grupo se subdividió en cuatro grupos de tres animales inmunizados con los péptidos
individuales y con una mezcla de los tres. La medición de los títulos de anticuerpos se hizo en los días 0, 14, 35 y 42 contra
los péptidos individuales mediante la técnica de ELISA.
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largos demostraron una buena seguridad cuando los mismos
se formularon en Montanide ISA-720, e indicaron gran
potencia inmunológica al administrarlos como formulaciones
en adyuvante de Freund, que mostró la toxicidad esperada
(granulomas cutáneos severos), que los hace inaceptables
para el uso en seres humanos. En resumen, se observó una
alta inmunogenicidad y el reconocimiento de la proteína
nativa del parásito.

En cuanto a la inmunogenicidad de los péptidos cortos
que contienen epítopes citotóxicos, como se observa en  el
Cuadro 1, los linfocitos de los Aotus inmunizados recono-
cieron los péptidos con estos epítopes y desencadenaron una
elevada producción de IFN-γ con rangos que variaban de
236-3,598 pg/ml, mientras que los niveles antes de la inmu-
nización fueron de sólo 0-4 pg/ml.

Fase clínica
Selección de voluntarios. Se realizaron 12 reuniones

(entre seminarios y talleres), a las 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 asesoría 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 al firmar el
consentimiento informado. Durante la evaluación clínica se
determinó que 13 personas presentaban algún criterio de
exclusión; las restantes cumplieron con todos los criterios de
inclusión, y de ellas, 5 decidieron retirarse voluntariamente.
Al final del proceso de selección se incluyeron 23 personas
como se muestra en la Figura 4. Un mes después de la
primera dosis de inmunización, una de las personas se retiró
del estudio debido a su necesidad de viajar a una zona
endémica para malaria y se la reemplazó antes que al grupo
restante se le administrara la segunda dosis de inmuniza-
ción, cumpliendo satisfactoriamente todo el esquema de
vacunación.

Seguridad general. Los análisis de seguridad demostra-

ron que ninguno de los individuos presentó eventos adversos
serios, definidos de acuerdo  con los criterios comunes de
toxicidad versión 2.0 DCTD, NCI, NIH, DHHS, marzo
1998. El esquema de vacunación se completó satisfactoria-
mente en los 23 voluntarios. Las inmunizaciones se relacio-
naron con la presencia de signos o síntomas leves, de los
cuales el dolor en el sitio de inyección fue el más frecuente,
la duración de este dolor nunca se informó más allá de las
primeras 48 horas después de la inmunización, y en todos los
casos los voluntarios coincidieron en afirmar que era similar
al causado por cualquiera de las vacunas clásicas. El dolor
no tuvo una relación directa con el péptido administrado. El
hallazgo clínico que tuvo la mayor frecuencia en las evalua-
ciones post-inmunización, fue la presencia de edema leve,
que se resolvió en todos los casos antes de 48 horas, sin
relacionarse en ningún caso con el péptido administrado.
Los seguimientos paraclínicos en el transcurso del estudio
no mostraron alteraciones con respecto a la vacuna en
ninguno de los casos.

Inmunogenicidad en voluntarios humanos. Los resul-

Cuadro 1
Producción de IFN-γγγγγ por linfocitos de monos Aotus
inmunizados con los péptidos PV1, PV2, PV5 y PV6

Código     Preinmunización (pg/ml)  Postinmunización (pg/ml)
PV1 PV2 PV5 PV6

V11 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

Convocados (450) 
100 g 

13 criterios  
de exclusión 5 se retiran 

19 no firman 
consentimiento 

60 Asesoría Personal 
41 firman consentimiento 
23 aptos para participar 

1 ingresa para 
reemplazar 

 23 inmunizados 
 1 retiro por viaje 
 a zona endémica 

23 inmunizados 
Figura 4. Proceso de convocatoria y selección de volunta-
rios para dosis de 100 µ µ µ µ µg de la vacuna.
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tados preliminares de inmunogenicidad, medida por la res-
puesta de anticuerpos contra cada uno de los péptidos
sintéticos que se utilizaron como inmunógenos en pruebas
de ELISA, mostró un incremento de anticuerpos específicos
contra cada uno de los péptidos largos los cuales oscilaron
entre 1:200 y 1:6.400 (Cuadro 2), encontrándose títulos
mayores contra los péptidos N y R. Para los tres péptidos
largos, los títulos de anticuerpos alcanzados se sostuvieron
durante el período de seguimiento hasta 3 meses después de
la última inmunización, siendo más altos que los alcanzados
por el grupo control (Cuadro 2). Más importante aún es que
los sueros de los voluntarios inmunizados reconocieron la
proteína nativa expresada en la superficie del esporozoito
evaluado mediante la técnica de inmunofluorescencia (dato
no presentado).

DISCUSIÓN

En el presente estudio se ha descrito el empleo de una
amplia gama de facilidades establecidas conjuntamente
entre el Instituto de Inmunología de la Universidad del Valle
y el Centro Internacional de Vacunas (Cali, Colombia), que
representa una infraestructura única para el desarrollo y
prueba de vacunas contra la malaria. Por medio de esta
infraestructura, con importantes ventajas comparativas, se
ha establecido una agenda que incluye varias estrategias
orientadas a acelerar el desarrollo de una vacuna multivalente
eficaz contra las dos especies de malaria más comunes a
nivel mundial. Tales estrategias comprenden, el análisis
simultáneo de la inmunogenicidad de múltiples antígenos
maláricos como candidatos potenciales contra la malaria
causada tanto por P. falciparum como por P. vivax26, la
identificación de epítopes relevantes en dichas proteínas21 y
más recientemente una estrategia genómica para el desarro-
llo de vacunas de ADN.

En el presente trabajo se describe parcialmente el análi-
sis de la proteína CS de P. vivax que ha se ha sometido a una
cuidadosa caracterización inmunológica. La presencia de
epítopes B, T-CD4+ y T-CD8+ a través de toda su secuencia

ya se había definido antes21,27,28, y se ratificó para algunos de
ellos en el presente estudio. La identificación de los mismos
permitió utilizar la estrategia de síntesis química de péptidos
largos con múltiples de estos epítopes capaces de comple-
mentarse en la inducción de una adecuada respuesta inmune
humoral y celular. La técnica de síntesis de péptidos largos
desarrollada por uno de nosotros (GC)20 , ha permitido la
rápida producción de numerosos péptidos candidatos a
vacuna en cantidades suficientes para pruebas preclínicas y
clínicas; además, ésta técnica permite una fácil purificación
sin riesgo de contaminantes naturales provenientes de cul-
tivos celulares. Los resultados de las pruebas de toxicidad
general de los péptidos en roedores y las pruebas de potencia
inmunogénica de los mismos, indicaron la factibilidad de
llevar a cabo estudios preclínicos en primates no humanos y
ensayos clínicos en voluntarios humanos. Los primeros se
realizaron con el fin de determinar:
a. La inmunogenicidad de péptidos reconocidos por célu-

las CD8+ humanas en monos Aotus y
b. La inmunogenicidad de combinaciones de los péptidos

largos N, R y C en el mismo modelo animal.
Los linfocitos CD8+ juegan un importante papel en la

protección contra la fase hepática de la malaria29 en la
medida en que estas células tienen la capacidad de inducir la
destrucción directa de hepatocitos infectados30  y la produc-
ción de IFN-γ31,32 capaces de bloquear el desarrollo del
parásito dentro del hepatocito33,34. 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 epítopes CD8+ analizados,
cuya respuesta en el humano esta restringida genéticamente
por moléculas HLA-A2.1, son igualmente reconocidas por
los linfocitos de Aotus, lo que permite suponer una homología
entre las moléculas clase I de seres humanos y estos primates.
El grupo de Cali en la actualidad analiza esta homología de
manera sistemática. Los resultados de estudios previos
hechos en Cali con la proteína de estadios hepáticos de P.
falciparum, LSA-3, permiten suponer que los mecanismos
de protección en Aotus y seres humanos son por lo menos
parcialmente similares, lo que confirma el valor de este
modelo experimental y permite acelerar el descubrimiento y
análisis de nuevas moléculas con potencial para desarrollar
vacunas de uso humano.

Además, debido a la alta inmunogenicidad del fragmen-
to R21, la estrategia de inoculación inicial con los péptidos N
y C seguida de la combinación N+R+C probada en Aotus,
indicó que se puede generar una mejor respuesta contra los
epítopes presentes en esa región y evitar la distracción en la
respuesta por epítopes altamente inmunogénicos como el

Cuadro 2
Títulos de anticuerpos específicos de voluntarios contra

los péptidos N, R y C después de cada inmunización

Día postinmunización            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)
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R22. En todos los casos, los anticuerpos inducidos por la
inmunización de roedores y Aotus con estos péptidos largos
que contienen epítopes B, reconocieron no sólo los inmu-
nógenos, sino la proteína CS sobre esporozoitos, indicando
que la estructura de esos epítopes se conserva en los péptidos
sintéticos y simula la estructura de la proteína nativa. Igual
deducción puede hacerse de resultados obtenidos en monos
Aotus inmunizados con los péptidos largos en los que se dio
una dosis de refuerzo con esporozoitos frescos de P. vivax.
Este procedimiento indujo un refuerzo en la respuesta de
producción de IFN-γ22.

De igual manera los sueros de los voluntarios humanos
inmunizados con los péptidos largos formulados en
Montanide ISA-720, revelaron altos títulos de anticuerpos,
capaces de reconocer la proteína nativa cuando se analiza-
ron mediante la técnica de IFAT. La similitud en el recono-
cimiento de los epítopes contenidos en la proteína CS, por
parte de los individuos semi-inmunes de las áreas endémi-
cas, por los monos Aotus inmunizados21 y posteriormente
por los voluntarios inmunizados en este estudio, indican su
condición de epítopes dominantes, altamente inmunogénicos
y con un posible efecto protector contra la infección por P.
vivax. En vista de la gran complejidad del ciclo de vida del
Plasmodium, y de los múltiples componentes tanto del
parásito como de la respuesta inmune contra la malaria, es
fácil predecir que el empleo de la proteína CS de P. vivax o
de los fragmentos descritos antes, no sean por sí solos
capaces de conferir una inmunidad suficiente para tener un
impacto epidemiológico duradero en las comunidades endé-
micas; sin embargo, los resultados de los estudios descritos
aquí, demuestran un gran potencial de este antígeno como
subunidad para ser incluida en una vacuna multivalente.

Estudios en progreso indican que su homólogo de P.
falciparum tiene una importante capacidad protectora, lo
que genera un argumento a favor de la proteína CS de P.
vivax. En este último, el bloqueo de la fase hepática reviste
la mayor importancia debido al comportamiento biológico
del parásito, que termina en la generación de hipnozoitos,
responsables de las recidivas características de la enferme-
dad.

Finalmente, los resultados de estudios sistemáticos y
secuenciales en el proceso de desarrollo de una vacuna, en
este caso, la proteína CS de P. vivax, demuestran que es
posible prever el éxito en el desarrollo de una vacuna contra
la malaria.

En la actualidad se adelantan trabajos complementarios,
con proteínas de otros estadios de P. vivax, en el marco de
un programa internacional llevado a cabo por el Consorcio
para la Investigación Científica, en el que participan el

Instituto de Inmunología del Valle, el Centro Internacional de
Vacunas, la Fundación Centro de Primates35 y otras institu-
ciones de Colombia, que trabajan en colaboración con
numerosos centros de investigación del mundo.

SUMMARY

Introduction: Plasmodium vivax causes approximately
80-100 million clinical cases every year. It is the most
prevalent human malaria parasite in the American continent
and its prevalence is second only to P. falciparum worldwide.
Due to the emergence of medication-resistant parasites and
an increase in insecticide-resistant mosquitoes, 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 due to the lack of sustainable in
vitro parasite cultures.

Objectives: We describe the development and testing of
a vaccine 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
peptides were thoroughly assessed in animals. To determine
the safety and immunogenicity in humans, a randomized,
double blind clinical trial was conducted. The trial included
23 healthy volunteers who received 100 µg of N, R and C of
each peptide formulated in Montanide ISA-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 trials.
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