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humanos contra el reto con los estadios
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Hemos demostrado antes que una mezcla de 3 péptidos sin-
téticos (83.1, 55.1, 35.1) que corresponden a fragmentos
de masa molecular relativa 83,000 (83k), 55K y 35K de
las proteinas merozoito-especificas de Plasmodium falci-
parum, induce la proteccién en micos Aotus (rivirgatus
infectados experimentalmente con P. falciparum!'2. El
presente trabajo describe 3 proteina hibridas poliméricas
sintéticas, basadas en esos péptidos, que demoran o evitan
por completo el desarrollo de parasitemia en voluntarios
humanos inmunizados.

En la busqueda de una vacuna contra los diferentes esta-
dios infecciosos de malaria causada por P. falciparum s
disefiaron 2 polimeros proteinicos hibridos (Figura 1).
Los polimeros contienen epitopes que se sabe inducen
una proteccién completa o parcial en mico A. (rivirgatus
experimentalmente infectados o que eran buenos candida-
tos para una vacuna antimaldrical-s. Estas mol€culas eran
puras segun se observé en la cromatografia liquida de alta
presion (CLAP, Figura 2 ) y se polimerizaron en protei-
nas sintéticas por la adicion de cisteinas en los terminales
N y C y glicina y prolina como espaciadores. La masa
molecular relativa (M) de SPf(66)30 fue 150K y la de
SPf(105)20 fue 100K, lo que indicaba que los polimeros
eran de 30 y 20 unidades, respectivamente.
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La seguridad, inmunogenicidad y la protectividad de SPf
(66)30 asi como la de sus péptidos individuales se ensa-
yaron previamente en micos Aofus SIn que se observaran
anormalidades histopatolégicas, clinicas, de laboratorio o
de comportamiento en ninguno de los micos inmunizados
y sacrificados (estos datos no se presentan en este traba-
jo). La inmunogenicidad y la protectividad de algunos de
los péptidos individuales de SPf(105)20 ya habian sido
previamente examinadas en micos por Patarroyo ef al' y
por Collins et als. Para examinmar la seguridad y la inmu-
nogenicidad de estas proteinas sintéticas en €l hombre y la
proteccién que suministran contra malaria, se selec-
cionaron 13 jovenes (edades 18-21 afios) entre 109 solda-
dos de las Fuerzas Militares de Colombia. Con base en
sus historias clinicas, procedencia de areas donde la mala-
ria no es endémica, el estado clinico y las pruebas de labo-
ratorio (hematocrito, recuento total y diferencial de globu-
los blancos, quimica sanguinea completa, analisis de ori-
na y pruebas seroldgicas para buscar la presencia de anti-
cuerpos contra el virus de hepatiis B y contra P.
falciparum), se aceptaron 13 hombres que libremente deci-
dieron cooperar en este estudio. No se ofrecieron incen-
tivos econdmicos ni promocionales. Todos tenian prue-
bas normales de laboratorio y estaban en condiciones €x-
celentes tanto mentales como fisicas. Con base en las
recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) para pruebas humanasé’ se obtuvo un consenti-
miento escrito donde quedaba claro que los voluntarios
eran libres de retirarse en cualquier momento de la inves-
tigacion, y se les explicd en detalle 1a naturaleza del estu-
dio asi como los riesgos y beneficios potenciales.Durante
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Figura 1. Secuencia de aminodcidos de las moléculas hibridas sinté-
ticas. Las moléculas que se usaron para la inmunizacién fueron sinte-
tizadas quimicamente por el método de Merrifield!? en un sintetiza-
dor Beckman 990. Se usé la resina clorhidrato de p-metl-
bencidrilamina (US Biochemical Corp). La eficiencia de cada
reaccion de acoplamiento se evalué por medio de la prueba de
ninidrinal3. Las reacciones se repitieron si las eficiencias caian por
debajo de 99%. En SPf(66)30, el péptido 3.51 es tres aminoacidos
maés corto en su porcion N-terminal. Los idos se liberaron de la
resina por tratamiento con HR Low-High!4 durante 2 ha ® C y a 1
h a- C, re ivamente, mediante sol como removedor. El
producto final se lavé 10 veces con 10 ml de éter etilico y los
péptidos se extrajeron con 4cido acético al 10%. Después de eva-
porar el 4cido, los péptidos se colocaron en posiciones de reduc-
cién, se purificaron con HPLC sobre columnas de fase inversa
(octadecilsilano, ODS) y se secaron por congelacién. Los péptidos
ue tenian Mrs de < 14-15K, se solubilizaron en 10 mM de Tns-
gICl pH 7.6. Luego se agregd DTT en cantidades equimolares para
reducir las uniones de disulfuro formadas durante el secado por
congelacién. La solucién de péptidos se colocd en un bafio de agua
a C durante 15 min. Se ajustd el pH a 4.0 al agregar HCl en los
dltimos 2 min. La solucién enfrié rdpidamente y el pH se modific
a 7.6 con 0.1M Tris-HCl y luego se oxigen6 en forma vigorosa
cuando se soplé oxigeno puro durante 6-10 h. Luego los péptidos o
se dializaron bajo condiciones estériles, dos veces contra 1 mM
Tris-HCl v 6 veces mas en agua destilada, o se desalinizaron con
sefadex G-25. DesEués se secaron por congelacién y se analizaron

mediante SDS-PAGE (ver Figura 2).

toda la investigacion, a los voluntarios se les pregunto
periédicamente sobre su deseo de continuar. Este estudio
fue aprobado por los comités médicos de las Fuerzas Mili-
tares y del Ministerio de Salud de Colombia.
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Para las pruebas de reto los voluntarios se hospitalizaron
en el Hospital Militar (HMC) de Colombia en Bogota
con un completo acceso a todos los servicios médicos y a
la Unidad de Cuidados Intensivos (RA es especialista en
esta 4rea). Ademas, durante el periodo de hospitalizacion,
6 médicos, autores de este trabajo, estaban disponibles las
24 horas del dia en el hospital. Los extendidos de sangre
de los voluntarios fueron examinados independientemente
en 3 ocasiones: por los autores del trabajo, por el perso-
nal cientifico del HMC y por el Servicio de Erradicacion
de Malaria (SEM). Los autores se impusieron el criterio
que los vacunados que desarrollaran parasitemias por enci-
ma de 0.5% se tratarian con cloroquina y después sulfado-
xina y pirimetamina O quinina.

Los voluntarios se dividieron en 5 grupos: 1) dos (volun-
tarios DA y JC) recibieron 3 dosis de 2 mg de SP(66)30
en los dias 0, 60 y 80; 2) tres (WB, WG y LC) recibieron
la misma proteina y dosis sélo en los dias 0 y 60; 3) cua-
tro (HA, JS, EO y HB) recibieron 3 dosis de 2 mg de
SPf(105)20 en los dias 0, 20 y 45; 4) tres controles (AC,
JD y CB) recibieron solucién salina en los dias 0, 20.y
45; 5) un voluntario (JE) sirvié como simple receptor pa-
ra pasar la cepa de P. falciparum. Tanto las proteinas sin-
téticas hibridas como la solucién salina se absorbieron
con Al(OH); antes de las inoculaciones.

Un sujeto vacunado con SPf(66)30 (DA) desarrolld una
erupcién general urticariforme 5 minutos después de la ter-
cera inmunizacién. No hubo hipotensién ni disnea y el
brote respondi6 rapidamente al tratamiento con hidrocorti-
sona y adrenalina. Se desconoce la causa de esta reaccion
pero se atribuy6 a problemas durante la dialisis de un lote
de SPf(66)30 para quitarle sales, Tris y ditiotreitol (DTT).
Como no se pudieron descubrir anticuerpos especificos
IgE contra el compuesto, segun el examen con la prueba
ELISA-dot-blot (transferencia de mancha o circulo), esta
dialisis se omitié del protocolo de purificacion y la desali-
nizacién se hizo mediante filtracién por geles.

Ni en el sujeto vacunado 3 veces con otro lote de SPf(66)
30 ni en los que se vacunaron 3 veces con SPf(105)20 hu-
bo efectos colaterales graves generalizados o locales. Sin
embargo, en todos los voluntarios se noto dolor ligero,
eritema local e induracion en el sitio de las inoculaciones.
Tampoco hubo fiebre en ninguno de los voluntarios ni
cambios significativos en el recuento de globulos sangui-
neos, ni en la seroquimica, ni en los anélisis de orina en
los dias -1, 1, 3 y 5 después de cada inmumzacion. Las
pruebas de autoinmunidad (factor reumatoideo, anticuer-
pos antinucleares, prueba de Coombs y anticuerpos contra
las fibras de miocardio) fueron sistematicamente negativas.



Para estudiar 1a dindmica de las respuestas inmunes humo-
ral y celular, se tomaron muestras de sangre el dia anterior
a cada inmunizacién, 15 dias después y el dia antes del re-
to. En esta iltima muestra se determinaron los titulos de
anticuerpos mediante la prueba ELISA (peptide-anti-
peptide enzime linked immunosorbent assay = Inmunosor-
bencia ligada a enzimas con péptido-antipéptido) donde se
usaron moléculas de proteinas sintética como antigeno.
No se observaron anticuerpos contra la molécula repetido-
ra de los circumesporozoitos en ninguno de los suero ni
tampoco contra Pf155/RESA (ring erythrocyte surface
antigen)s1s en los sueros de los individuos inmunizados

con SPf(105)20 (Cuadro 1).

Las pruebas de inmunofluorescensia indirecta (PIFI) mos-
traron que todos los sueros tenian anticuerpos contra mero-
zoitos-esquizontes con titulos entre 1:20 y 1:160. Todos
los sueros antes de las inmunizaciones asi como los de
los controles y los de los simples receptores eran negati-
vos o tenian titulos inferiores a 1:20. No se encontro
correlacion entre los niveles de anticuerpos y la protec-
cién antimalérica, pero la unica persona vacunada con

p Cuadro 1

Respuestas Inmunes Humorales y Celulares en los Vacunados

Analisis de los titulos de anticuerpos
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SPf(66)30 que no tenia proteccion (JC), mostré en todos
los métodos el titulo més bajo de anticuerpos. Las prue-
bas de proliferacion de c€lulas mononucleares en sangre
periférica (CMSP) donde se usaron como antigenos protei-
na hibrida SPf(66)30 o sonicados de esquizontes purifica-
dos, mostraron indices de estimulo (IE) por debajo de 3.0
antes de la primera inmunizacién. Después de cada vacuna-
ci6n y antes del reto, los IE oscilaron desde 0.61 hasta
35.1 pero no se correlacionaron con los titulos de anticuer-
pos ni con la proteccién antimalérica (Cuadro 1). Tanto
en las pruebas humorales como en las celulares se obser-
vé una ligera reactividad cruzada entre las proteinas sinté-
ticas, muy posiblemente debida a la presencia de varias co-
pias de la secuencia polimerizante Gli-Cis-Cis-Gli en am-
bas moléculas.

Después del séptimo dia del reto, el simple receptor y los
voluntarios que recibieron solucién salina tenian parasite-
mias que en 12 h se levantaron desde niveles muy bajos
hasta >1% (Cuadro 2). Inmediatamente se suministro qui-
mioterapia que produjo una rapida respuesta clinica sin
que hubiera efectos o secuelas residuales. De los 4 volun-

Los titulos de anticuerpos fluorescentes se expresan co-
mo el reciproco de la dilucién final del suero. Para las
pruebas PIFI-esquizontes!S se usaron cultivos de eritroci-
tos infectados con P. falciparum que se dejaron secar al
aire, donde la parasitemia era de 10% en el estadio de
esquizontes-merozoitos y eritrocitos humanos infectados

con anillos, fijados en glutaraldehido, con parasitemia

- & paasies cinle de 12%, para I prucba Pf15S/RESA-PIFIIS. En todos los
Voluntario  Antigeno SPf(66)30 SPf(105)20 Esquizontes sueros los anticuerpos contra RESA fueron negatvos.
inmunizante Pl PR PI PR PI PR Se usaron fragmentos F (ab)2 conjugados para fluores-

S . - g . —— cencia de IgG antihumana de cabra purificada por afini-
WB  SPf(66)30 0.140 0.580 0.160  0.300 0 40 dad. Cada uno de los pozos en las PFacas de Cooke para
WG SPf(66)30 0.260 0.570 0310 0.545 0 40 ELISA (Dynatech Corp) se recubrio con 10 pg de cada
LC SP1(66)30 0.340 0640 0.160  0.210 20 160 una de las moléculas disueltas en amortiguador carbona-
?CA gg&gﬁgg 8(1}2{} gz;g gi?g 8?.2;8 g 40 tado, pH 9.6. Las placas se bloquearon durante 2 horas
HA SPf(103)20 0.240 0270 0300 1000 0 gg con solucién amortiguada de fosfatos (phosphate buffer

JS.  SP10520 0170 0480 0110 0440 0 10 ~‘Solution = PBS) pH 7.3 ton caseina y se lavaron 3
EO SP£(105)20 0.110 0120 0240 0720 0 160 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0.05%. Las
HE SPf(105)20 0.180 0570 0.00 1.200 20 40 placas se incubaron durante la noche a 37° C en suero
AC Salina 0.240 0.280 0.210  0.190 0 0 diluido 1:50 en PBS + 1% de caseina y se lavaron 3 ve-

JD Salina 0.0 0.0 0.007 0.0 0 0 ces como antes. Se agregd IgG antihumana de cabra,
CB  Salina 0.200 0270 0.160  0.440 0 0 conjugada para peroxidasa, en dilucién 1:1000 en PBS

JE 1 NH NH NH NH 0 0 que se incubd durante 1 h y se lavé 3 veces y también
Pruebas de oroliferacién de CMSP se adicioné el sustrato de o-fenilenodiamina para peroxi-

Saabal . piiedmacha dasa. La densidad éptica se leyé a 490 nm!6 y se consi-

-~ der6 positiva si era superior a 0.200. Todos los sueros
Voluntario  Antigeno SP£(66)30 SPf(105)20 Esquizontes fuecron anti-NANP negauvos, qumé_s GUE. 06 incluy6
inmunizante PI PR PI PR PI PR NANP en las proteinas hibridas sintéticas una vez en

— NP 1 lugar de repetir 3x. El experimento fue realizado en el
WB  SPf(66)30 0.6 31 NH 3.1 20 1.5 laboratorio de la Dra R. Nussenzweig por uno de los
WG  SPf(66)30 1.7 56 NH 4.1 1.7 5.6 autores (PR). La proliferacion de CMSP se ensay0 con
LC SP£(66)30 0.6 55 NH 3.0 1.4 12.4 CMSP aislados por centrifugacién con ficol-hipaque y
DA  SPf(66)30 1.1 139 NH 7.8 1.1 6.6  sembrados a 150,0000 y 300,000 células en 0.2 ml rpm

3G ;- SPROOID . ;1. 1D 161  NH 95 1l 91 4 10% de una mezcla de sueros humanos O+, 25 mM
HA SPf£(105)20 0.4 189 NH 18.3 0.7 35.1 HEPES cili ok i li"m d

JS  SPE(10520 13 120 NH 53 1.1 13.4 S, UGG SR Y . P S
EO SP£(105)20 17 06 NH 0.6 30 0.8 proteina o los sonicados de esquizontes a concentracio-
HB SPf(105)20 NH 18 NH 23 NH 33 nes de 1.5 y 12.5ug ml-! . Al quinto dia del cultivo 1n
AC  Salina 0.1 1.3 NH 1.3 0.2 14 viro cada pozo recibi6 0.5 uCi de (H) timidina

D Salina 2.1 1.7 NH 0.8 25 1.0 (Amersham, 93 Ci mMol1). Las c€lulas se cosecharon a
CB Salina 1.3 3.5 NH 3.4 1.8 4.0 las 16 h después y la °H incorgorada’ se evalué con es-

JE - NH NH NH NH NH NH pectroscopia de emisones B!7.18. S6lo se consideraron

positivos los IE por encima de 5.0. El material para las
pruebas de respuestas inmunes humorales y celulares fue
suministrado por FVO y por vanas cepas silvestres
colombianas. Pl, pre-inmune; B(P')., pre-reto.
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dejaron sin tratamineto durante 24-80 h més. En este

‘Cuadro 2. Desarrollo de la Parasitemia Post-reto en los Vacunados.

Proporcion de la parasitemia en los dias después del reto.

parasitemias individuales para

- Figura 2.  Cromatogramas en cromatografia liquida de alta presién (CLAP) de las
4cido trifluoracético (ATF) al 0.068% en agua deionizada; solvente B, CH;CN al

S 66

(ODS) a 45° C.

T 32 200 ul

R 01

03 17 13 43

SOLV. B (%)

3

_ comprender mejor los efectos
dias todas las parasitemias fueron negat

datos no se incluyen). T, infeccién termina

10

19.82

SPF 66

30

ivas. Las lecturas de las tincion

COMIENZO 03 09 03 59

60DS 613 S 103
280nm R 1 200 ul

TIEMPO (min)

S 6 7 8 9 10 11
am pm am pm am pm am pm am pm am pm am pm
8. .90 0.002 0.007 0 0o 0 0 0o o0 0 0
0.015 0036 0.040 0.002 0440 0289 0020 0O 0.171 0368 0.019 0.006 0.190 0.120
0. 0034 0008 O 0.052 0.142 0.030 0002 0214 0465 0011 0006 0.051 0.175
0.006 0010 0.028 0.011 0410 0400 0.066 0007 02838 O 0.0147
0 0006 0007 O 0.002 0.171 0.183 0.002 0.078 2.150T
0 0005 002 O 0.016 0.103 0.118 0.004 0330 0236 0.092 0.027 0.022 0.660
0010 0.180 0025 O 0.002 0220 0013 0005 0603 0660 0011 002 0384 0420
0 0006 0.002 0.004 0015 0.112 0.100 0.005 1.200T
0002 0.100 0.054 0002 0.110 0400 0460 0.008 2.127
0 0032 0022 0007 0016 0270 0.150 0 0.115  1.600T
0 0.033 0.026 0.005 0.008 0.870 0.780 0.017 4.2607
0 0.120 0.072 O 0.300 2.3007
0.008 0.100 0.115 0.010 1.700 3.600T

12 13 14 1s 16 17 18 19 20 21 22
am pm am pm am  pm
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.015 0.166 0.292 0.094 0.075 0.072 0.001 O 0020 0030 O 0.020 0 0
0.130 0013 0.120 0242 0060 ND 0.02 0.116 0.064 0 0 0 0 0 0
0.110 0.180 0.486 0500 0.0354 0.6757
0.06 0.190 1.0507
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Los miembros del Grupo 2 (WB,WG g LC),
recibieron la segunda de las 2 dosis de SPf(66)
30, ochenta (80) dias antes del reto. El Grupo
1 (DA y JC) recibié la dltima de 3 inyeccio-

nes de SPf(66)30, sesenta (60) dias antes del

reto, como en los sujetos vacunados con
SPf(105)20 6 a quienes se les dio solucién
salina. En el dia gel reto se inyectd a los vo-
luntarios por via endovenosa una cepa silves-
tre de P. falciparum con grado I de resistencia
a la cloroquina, pero completamente sensible
a la sulfadoxina y la pirimetamina, como casi
todas las cepas silvestres colombianas. Los
enitrocitos infectados se obtuvieron de EG,
voluntario sensible a malania, previamente ino-
culado con la cepa descongelada, de grupo
sanguineo O+, compatible con todos los recep-
tores, en excelentes condiciones meédicas,
clinicas y de laboratorio, y con todas las prue-
bas seroldgicas negativas. El mnoculo que se
dio a los voluntarios fue un millén de entro-
citos frescos, infectados con anillos vivos,
diluidos en ~ 4 ml de solucién salina estéril.
La parasitemia se controlé después del tercer
dia mediante extendidos y gotas gruesas que se
tifieron con Giemsa, Fields, y acridina anaran-
jada cada 12 h, y los médicos la comunicaron
a los voluntarios para pemitirles retirarse.
Los voluntarios con parasitemias por encima
de 0.5% recibieron tratamiento inmediato con
clon:ggina y luego sulfadoxina y pinmetami-
na. Debido a sus excelentes condiciones cli-
nicas, los voluntarios HA, JS y JD, con para-
sitemias ligeramente por encima de 0.5%, se

periodo mostraron control parcial de la parasitemia. Se indica la evolucion de las
protectores de las proteinas hibridas sintéticas. En el curso de los primeros 4
_ es con Giemsa fueron mis bajas que las de acridina anaranjada (estos
da. *, esta muestra se tomé justamente antes y 2 h después de comenzar el tratamiento.

25.51

SPF 105

30
TIEMPO (min)

rotefnas maldricas sintéticas. Solvente A, CH;CN al 5%,
o, ATF al 0.045%. Se usaron columnas de octadecilsilano




tarios vacunados con SPf(105)20, en 2 (HA, JS) se obser-
v6 un control parcial de 1a infeccion con recuentos bajos
del pardsito durante 13-14 dias y luego desarrollo de para-
sitemias superiores a 0.5%. También recibieron quimio-
terapia y se recobraron sin complicaciones 0 problemas
clinicos. Los otros 2 s¢ comportaron como los controles
y se trataron de la misma manera (Cuadro 2). De los 5 vo-
luntarios vacunados con SPf(66)30, en 3 (WB,WG y LC)
se observaron infecciones leves con un descenso continuo
en el recuento de pardsitos y una recuperacion total hacia
el dia 21 (Cuadro 2). De ellos el voluntario WB tuvo una
parasitemia pico de 0.007% en el séptimo dia, pero luego
nunca se le volvieron a observar parasitos en la sangre.
Los otros 2 (WG y LC) desarrollaron parasitemias por de-
bajo de 0.5% que se autocontrolaron hacia los dias 18 y
20 después de la dosis de reto. Aunque las formas asexua-
les sanguineas habian desaparecido, se pudieron observar
unos pocos gametocitos (promedio 0.004%). Debido a
que se apreciaron de manera ocasional muy escasas formas
sanguineas asexuales (menos de 0.004%), en el dia 35 se
les suministré quimioterapia profilactica. Para el dia 40
no se encontraron gametocitos ni formas sanguineas ase-
xuales y las condiciones clinicas de los voluntarios, asi
como los resultados de sus pruebas de laboratorio, eran
excelente. El cuarto voluntario (DA) tuvo una parasitemia
inferior a 0.45% el dia 10, decidi retirarse de la inves-
tigacion y se le suministr6 quimioterapia inmediatamen-
te. El quinto (JC), hizo una parasitemia similar a la del
grupo control (Cuadro 2).

Los sintomas clinicos de malaria (ficbre, dolor de cabeza,
nausea) se encontraron en todos los voluntarios infectados
con el paratisto. Es interesante observar que los sintomas
aparecieron mas temprano en los individuos protegidos
que en los controles y en los simples receptores (dias 6).
Se notaron cambios menores de laboratorio clinico atribui-
bles a 1a malaria en todos los voluntraios pero hubo regre-
so a los niveles normales después de la quimioterapia.
Ninguno de los vacunados desarrollé enfermedad grave y
oor tanto no se necesitd ninguna forma de cuidado espe-
cial o intensivo.

Varios puntos de este estudio merecen énfasis. Se usaron
moléculas sintéticas hibridas que tenian epitopes a partir
de diferentes estadios infecciosos del parasito. Esta estra-
tegia se podria usar para el futuro disefio de vacunas con
epitopes a partir de miltiples patégenos. Los epitopes se
polimerizaron para constituir grandes proteinas sintéticas
que tenian varios epitopes y asi eran altamente inmunogé-
nicas sin tener que recurrir a portadores extrafiosss. Las
proteinas sintéticas se usaron sin inmunopotenciadores

especiales; la adicién de tales potenciadores puede aumen-
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tar posteriormente sus capacidades protectoras. Sorprenden-
temente, sin embargo, no hubo correlacién entre los dis-
tintos pardmetros inmunolégicos humorales y celulares
medidos y la proteccion antimalarica observada. Se vio
una demora considerable del proceso infeccioso en 1a mi-
tad de los individuos vacunados con SPf (105)20. Debido
a su disefio, esta molécula también puede ser efectiva con-
tra el reto con esporozoitos. SPf(66))30 suministré fuerte
proteccion en casi todos los voluntarios inoculados, inclu-
sive en los que solo recibieron 2 dosis, 1o que sugiere que
con adyuvantes mas potentes 0 una féormula ligeramente
mejorada, el efecto protector podria ser casi completo.

Se han obtenidos resultados muy prometedores mediante
la vacunacion con la proteina CS1011 asi como con
Pf155/RESA y otras moléculass. El polimero hibrido de
la proteina sintética SPf(66)30 usado aqui es la primera
vacuna sintética para uso humano contra los estadios san-
guineos asexuales de malaria por P. falciparum.
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