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RESUMEN

Las vacunas contra los principales
parasitos productores de la malaria, Plasmodium
falciparum y P. vivax, tendrian aplicacion directa
en programas de salud publica disefiados para
reducir la morbilidad y mortalidad en las regiones
endémicas. El desarrollo de estas vacunas enfrenta
dificultades impuestas por la complejidad del
ciclo vital, el extenso polimorfismo antigénico y
la capacidad de evasion de la respuesta inmune de
los parasitos. Por otra parte, el desconocimiento
pleno de los mecanismos principales y las
moléculas parasitarias, que de manera natural
inducen resistencia a la infeccion malérica, han
obstaculizado la seleccion de antigenos candidato.
No obstante estas dificultades, varios candidatos
vacunales han pasado pruebas preclinicas y
ensayos fase | y Il. Estos incluyen una vacuna
conteniendo antigenos (RTS,S) presente en las
formas infectantes inyectadas por los mosquitos,
disefiada para bloquear la infeccién; una vacuna
conteniendo MSP1 presente en las formas que
invaden a los eritrocitos, disefiada para abatir la
gravedad de la enfermedad, mas no la infecciony
otra vacuna basada en proteinas (Pvs 25) presentes
en las formas que invaden a los mosquitos, disefiada
para bloquear la transmision del parasito. Los
avances en el desarrollo de vacunas antimalaricas
en la Gltima década permiten predecir, que en un
futuro no muy lejano se podra contar con una
vacuna eficaz contra esta enfermedad.
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SUMMARY
Advances in vaccines development against the
malaria

Vaccines against the main malaria parasites,
Plasmodium falciparum and P. vivax, would
have direct application in public health programs
designed to reduce the morbidity and mortality
in endemic regions. The development of these
vaccines faces difficulties imposed by the
complexity of the parasites’ life cycle, their
extensive antigenic polymorphism and their
capacity to evade the host immune. On the other
hand, the incomplete knowledge of the natural
mechanisms and the parasitic molecules that
induce resistance to malaria has prevented the
selection of candidate antigens. Despite these
difficulties, several vaccine candidates have passed
preclinical and phase | and 11 tests. These include
a vaccine containing antigens (RTS, S) present in
the infective forms injected by the mosquitoes,
designed to block human infection; a vaccine
containing MSP1 present in the forms that invade
erythrocytes, designed to mitigate the severity of
the disease; and a vaccine based on proteins (Pvs
25) present in the forms that invade mosquitoes,
designed to block parasite transmission. The
advances in vaccines development in the last
decade allow prediction that in a not very distant
future it will be possible to count with an effective
vaccine against this disease.
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INTRODUCCION

Las vacunas han demostrado ser las
intervenciones mas costo-efectivas en salud pablica
y con el mayor potencial de implementacion a nivel
poblacional para el control de las enfermedades
infecciosas (1). Vacunas contra enfermedades
virales han servido para la erradicacion de la viruela
y la casi erradicacion de la poliomielitis a nivel
mundial. Los avances logrados en el abatimiento
de la transmision del sarampion y la rubéola
indican que las vacunas seran el instrumento
principal que hara posible la erradicacion de estas
enfermedades (2).

Las vacunas son también efectivas para el
control de enfermedades bacterianas, entre las
que destacan el tétanos neonatal, la tos ferina y las
infecciones invasivas por neumococo. Pero a pesar
de multiples esfuerzos encaminados al desarrollo
de inmundgenos, hoy en dia no existen vacunas
efectivas contra enfermedades producidas por
protozoarios y metazoarios para uso en humanos.
El desarrollo de vacunas contra estos patdgenos
se ha visto impedida por las dificultades que
representan: la complejidad de sus ciclos vitales,
con estadios de desarrollo diversos y extenso
polimorfismo antigénico, asi como su capacidad
de evasion de la respuesta inmune por medio de
la variacién antigénica.

La malaria, producida por protozoarios
del género Plasmodium y transmitida entre
sujetos humanos por mosquitos anofelinos,
representa uno de los mayores retos de control
en salud publica a nivel mundial. A pesar de
multiples esfuerzos y el desarrollo de drogas
antiparasitarias y de insecticidas para el control
de sus vectores, la eficacia de estas medidas de
control es progresivamente menos efectiva debido
al aumento de la resistencia de los parasitos a
las drogas antimalaricas y de los mosquitos a
los insecticidas (3-7). Con ello, se estima que
actualmente un 40% de la poblacién mundial vive
en riesgo de contraer malaria y que de uno a dos
millones moriran anualmente, la mayoria de ellos
seran nifios.
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Aunque el problema principal se sencuentra
en el Africa sub-sahariana, el problema se extiende
a practicamente todas las areas tropicales y
subtropicales del orbe (8). Ante este panorama,
modelos de transmision basados en datos
epidemioldgicos indican que una vacuna exitosa
contra los dos principales parasitos productores
de esta enfermedad, Plasmodium falciparum y
P. vivax, podria reducir de manera importante
la morbilidad y mortalidad en las regiones
endémicas (9).

Las vacunas anti-malaricas pueden
conceptualizarse desde dos puntos de vista,
aquéllas dirigidas a disminuir la transmision del
parésito, eliminando la capacidad de infeccion a los
humanos y con ello también las formas parasitarias
infectivas para los mosquitos vectores, y aquéllas
cuyo proposito es exclusivamente disminuir los
efectos deletéreos de los parasitos en los sujetos
humanos infectados (control de la gravedad de la
enfermedad). Las primeras tendrian un potencial
mayor en el control de las endemias y serian de
mayor utilidad en salud publica. En cualquiera de
los casos, para el desarrollo de una vacuna efectiva,
se deberan resolver las dificultades que presenta la
capacidad de los parasitos para evadir la respuesta
inmune y establecer infecciones cronicas.

En efecto, la historia natural de la infeccion
maldrica, se caracteriza por el desarrollo de una
inmunidad relativa (llamada premunicion) en la
que infecciones repetidas confieren resistencia a
manifestaciones graves de la enfermedad, pero
esta inmunidad no protege contra infecciones
subsiguientes. Esta inmunidad es especifica de
especie y cepa, ademas de requerir la infeccion
frecuente con el parasito para mantenerse a niveles
protectores. Lo que aunado a la diversidad del
repertorio antigénico de los diferentes estadios
parasitarios y el polimorfismo de las proteinas
parasitarias, hacen que para que una vacuna sea
efectiva, ésta debera ser lo que se ha llamado una
super-vacuna para generar una inmunidad por
encima de la que se obtiene de manera natural con
la infeccidn parasitaria.
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Los problemas para la produccion de una
vacuna efectiva se ven complicados por la larga
co-evolucion de los parasitos y los humanos. La
larga asociacion de estas dos especies ha dado
como resultado, no solamente la emergencia de
premunicion, sino también la seleccion de mole-
culas parasitarias cuya antigenicidad no es reco-
nocida por el sistema inmune de los hospederos
vertebrados, debido al polimorfismo de genes de
respuesta inmune en las poblaciones que viven
en areas endemicas (10, 11). Por esta razon, es
necesario que, al establecer la inmunogenicidad
de los candidatos a vacunas, éstos sean disefiados
con el propdsito de ser reconocidos por la mayor
parte de los habitantes de estas areas, de acuerdo
a la capacidad de respuesta determinada por sus
antigenos de histocompatibilidad.

No obstante todas estas dificultades, el
desarrollo de inmunidad contra las formas graves
de la enfermedad, la cual es comun en adultos de
areas endémicas (12, 13), la evidencia acumulada
desde los afios sesentas del siglo pasado de que
es posible lograr una respuesta inmune protectora
por medio de anticuerpos (14-16) y la evidencia
experimental de que es posible la inmunizacion en
modelos animales (17) han mantenido el interés
en el desarrollo de vacunas antimalaricas (18-20).
Los avances mas recientes en biologia molecular,
gendémica y protedémica de los parasitos (21,
22) han proporcionado los medios para acelerar
estos esfuerzo que se ven materializados en la
combinacion de iniciativas en las que participan
investigadores, compafiias farmacéuticas y
organismos sin fines de lucro, como la Iniciativa
de Vacunas de Malaria.

Las nuevas tecnologias y la explotacion
del genoma de los plasmodios han dado como
resultado que hoy dia existan al menos 58
vacunas en diferentes etapas de desarrollo de las
cuales 17 han iniciado pruebas clinicas (htttp://
www.who.int/vaccine_researche/document/en/
malaria —table.pdf), de las que mas de la mitad
corresponden a antigenos de esporozoitos /CSP
y merozoitos (MSP1 y AMAL). En esta revision
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se incluyen unicamente aquellas vacunas de
interés ya sea porque ejemplifican las dificultades
de su desarrollo o representan los productos
mas avanzados de acuerdo a las diversas fases
parasitarias (Figura 1). Cuando es pertinente se
discuten las bases biologicas y moleculares de los
antigenos utilizados y la correspondiente respuesta
inmune.

Estadios parasitarios susceptibles de inducir
respuestas inmunes protectoras. Es necesaria
una descripcion breve del ciclo bioldgico de los
plasmodios que infectan a los humanos para com-
prender, con base en las diversas fases del desa-
rrollo del parasito en sus dos hospederos (humano
y mosquito vector), cuales son las candidatas mas
pertinentes para ser usadas como vacunas.

El ciclo de vida de los plasmodios sigue una
secuencia de tres fases de desarrollo asexual y una
sexual. En los humanos, una fase asexual ocurre en
el higado y otra en la sangre, especificamente en
los globulos rojos. En el mosquito se lleva a cabo
la fase sexual seguida de una fase asexual (23).
El ciclo inicia con la inyeccion de esporozoitos
(formas infectivas) a través de la picadura de un
mosquito anofeles hembra infectado (Figura 1).
Los esporozoitos invaden células del higado en
donde se desarrollan mediante esquizogonia, fase
que dura entre 5 y 15 dias, dependiendo de la es-
pecie de Plasmodium. Los esquizontes maduros
se rompen y liberan nuevas formas invasoras, 10s
merozoitos, que invaden a eritrocitos y dan inicio
a una nueva fase de esquizogonia en la sangre.

Las manifestaciones clinicas (fiebre,
sudoracion y calosfrios), propias de la infeccion
malérica, son producidas por los ciclos sucesivos
de generacion de merozoitos y su liberacion
por la ruptura de los eritrocitos parasitados con
esquizontes maduros, que de manera sincronica
liberan las toxinas producto del metabolismo
del parasito. A partir de una subpoblacién
de merozoitos, en el interior de eritrocitos
se desarrollan las formas infectivas para los
mosquitos, los macrogametocitos (femeninos) y
microgametocitos (masculinos).
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Figura 1. Candidatas de vacunas antimalaricas. En esta figura se incluyen los antigenos candidatos para vacunas con desarrollo mas
avanzado o que han probado ser promisorios por estudios en animales de laboratorio: 1) Vacunas pre-eritrociticas, éstas estan dirigidas
contra las formas infectivas (esporozoitos) que invaden el parénquima hepatico; 2) Vacunas contra formas hematicas, éstas estan dirigidas
contra proteinas de los merozoitos y bloquean la invasion de los eritrocitos; 3) Vacunas anti-enfermedad, dirigidas contra proteinas
presentes en la superficie de eritrocitos infectados con P. falciparum y que bloguean el secuestro de éstos en los capilares sanguineos,
evitando asi las complicaciones méas graves de esta infeccion como la malaria cerebral y 4) vacunas bloqueadoras de la transmision,

dirigidas contra proteinas de los oocinetos, que son las formas infectivas para los mosquitos vectores.
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Los gametocitos son ingeridos por los mos-
quitos, cuando ingieren una comida sanguinea
(24). En el intestino medio de los mosquitos, los
gametocitos se transforman en gametos y ocurre la
fertilizacion. A partir de los cigotos resultantes, se
desarrollan oocinetos que son maviles y atraviesan
la pared intestinal y se transforman en ooquistes,
en los cuales se forman miles de esporozoitos.
Cuando el ooquistes se rompe se liberan miles de
esporozoitos que migran a través del hemocele
a las glandulas salivales del mosquito, en donde
permanecen almacenados hasta que el mosquito
se alimente nuevamente, con lo que se reinicia la
transmision.

En general, se acepta que los parasitos
intracelulares se encuentran protegidos de ser
atacados por los mecanismos efectores de la res-
puesta inmune. De modo que las fases parasitarias
y sus antigenos que han sido los candidatos mas
estudiados son las formas invasoras (esporozoitos
y merozoitos) en el humano y los oocinetos en los
mosquitos. Actualmente se acepta que la respues-
ta inmune en contra de las fases intracelulares
hepaticas puede contribuir a la respuesta inmune
protectora (25). Por otra parte, durante su desarro-
llo intraeritrocitico los parasitos producen modifi-
caciones en la superficie de las células infectadas
que los expone al sistema inmune. En el caso de
P. falciparum moléculas parasitarias (PfEMP1) en
la superficie de los eritrocitos sirven de ligandos
para moléeculas en las células endoteliales y median
el secuestro de los parasitos en capilares (26, 27),
una condicién que da como resultado el bloqueo
capilar y puede iniciar formas graves de la enfer-
medad, como la malaria cerebral y placentaria.
Vacunas antiesporozoiticas (preeritrociticas).
Los esporozoitos son formas parasitarias con
capacidad invasora para células de las dos especies
de hospederos de los plasmodios, las glandulas
salivales de los mosquitos y los hepatocitos de
humanos. Como en todos los Apicomplexa, estas
formas invasivas estan armadas de un aparato
apical cuyos productos participan en el proceso
de invasion celular y de proteinas que recubren
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su superficie, cuya funcion es la de permitir la
motilidad del parasito y el reconocimiento de
las células blanco. Las vacunas basadas en estas
formas parasitarias han hecho uso de los parasitos
completos, de proteinas, fragmentos de éstas y
del DNA que las codifica. Un recuento somero
de las investigaciones para el desarrollo de estas
vacunas ejemplifica como el conocimiento de los
mecanismos inmunologicos de proteccion ha sido
determinante para la identificacion de mejores
inmunogenos, pero también de la importancia de
su formulacion para la induccion adecuada de una
respuesta inmune protectora.

Los primeros indicios de que era posible
obtener inmunidad protectora usando una vacuna
con estadios preeritrociticos se obtuvieron mediante
la inmunizacion de ratones, monos y humanos con
esporozoitos irradiados (28-30). En estos expe-
rimentos, el piquete de voluntarios humanos con
mosquitos irradiados infectados con P. falciparum
0 P. vivax, demostro que este procedimiento pro-
tegia de la infeccion frente al reto con piquetes de
mosquitos infectados no irradiados. Pero también se
demostro que lainmunidad obtenida, ademas de ser
especie-especifica, esto es la inmunizacion con P.
falciparum no protegi6 contra P. vivax y viceversa,
fue ademas estadio-especifica, esto es las inmuniza-
ciones no protegieron contra infecciones inducidas
con la inyeccion de sangre infectada (30).

Si bien estos estudios fueron alentadores,
también sirvieron para estimar las dificultades para
la produccion masiva de mosquitos infectados que
se requeririan para la vacunacion de poblaciones
grandes. Con lo que las estrategias de produccion
de vacunas se dirigieron desde entonces hacia
el uso de moléculas parasitarias que pudieran
ser lo suficientemente inmunogénicas para
inducir inmunidad protectora. La proteina
circumesporozoitica (CSP) que cubre toda la
superficie de los esporozoitos (31), fue la primera
proteina usada con este proposito.

La CSP ha sido identificada y clonada en
varias especies de plasmodios, encontrando que
todas tienen una estructura similar cuya secuencia
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en su parte central estd compuesta de una serie de
aminoacidos repetidos en tdndem (32), que difie-
ren entre especies, y contienen en sus extremos
secuencias conservadas entre especies que son
necesarias para el desarrollo del parésito (33). In-
teresantemente, en la region I se han identificado
secuencias ligando para el receptor funcional en las
glandulas salivales de mosquitos (34) y la region
I1+ sirve como ligando para hepatocitos (35).

La importancia de la CSP como posible
candidato vacunal, se baso en el hecho de que ani-
males y humanos inmunizados con esporozoitos
atenuados por irradiacion presentaban titulos altos
de anticuerpos contra esta proteina. Pero también
que los sueros de sujetos de areas endémicas que
eran resistentes a la infeccion (36) y anticuerpos
monoclonales anti-CSP (37, 38) evitaban la inva-
sion de hepatocitos (39). No obstante, también se
documentd que para este efecto se requerian titulos
altos de estos anticuerpos.

A partir de entonces siguié una serie larga
de ensayos para establecer los requerimientos para
una vacuna basada en el uso de una subunidad
proteica como antigeno vacunal. Los resultados
experimentales en ratones usando una combina-
cion de la region repetida (epitopo B) sintetizada
como un poli-antigeno (MAP) que incluia una
region inductora de células T de P. berghei fueron
muy prometedores, ya que todos los animales
adquirieron inmunidad protectora (40). Con base
en estos resultados, los siguientes experimentos
se hicieron también en ratones, usando MAP
construidos con la region repetida (NANP.,, el
epitopo B) y laregion T1 (inductora de células T)
de P. falciparum. En estos experimentos se logro
obtener titulos muy altos de anticuerpos, pero se
observo que la respuesta dependi6 del bagaje gené-
tico de los animales, siendo los ratones C57/B1 los
mejores respondedores, mientras que los BALB/C
respondieron pobremente o no lo hicieron (41). La
restriccion genética en la respuesta inmune contra
estos antigenos parece corresponder a los haplo-
tipos DRy DQ (42). La restriccion genética de la
respuesta inmune a genotipos HLA clase Il se do-

Revista Biomédica

cumento luego en pruebas de inmunogenicidad en
humanos (43). Esta nueva dificultad para obtener
una vacuna efectiva fue resuelta posteriormente
al incluir en el inmundgeno también un epitopo T
universal (44).

En este transcurso, varios modelos de vacu-
nas fueron probados, incluyendo recombinacio-
nes genéticas con el antigeno de superficie de la
hepatitis B (45) y la exotoxina de Pseudomonas
aeruginosa (46). También se probaron diversos
adyuvantes, solos 0 en combinacion: adyuvante de
Freund, hidroxido de aluminio (47) y el coadyu-
vante derivado de la saponina, QS-21 (44) o la
incorporacion a liposomas (48). La produccion de
anticuerpos en algunos de estos protocolos fue de
larga duracion y podia reforzar la respuesta en ani-
males previamente inmunizados con esporozoitos
(47), lo cual se vio como una ventaja para sujetos
en areas endémicas que ya habian sido expuestos
al parésito. El uso de nuevos adyuvantes también
aumentd los titulos de anticuerpos logrados, pero
no asi su eficacia (48-50) y por otra parte se hizo
obvio que una respuesta basada en titulos altos de
anticuerpos no es suficiente para proteger contra
la infeccion.

Existe suficiente evidencia de la parti-
cipacion de la respuesta inmune celular en la
proteccion contra las formas preeritrociticas del
plasmodio. La inmunizacion con esporozoitos
irradiados incluye mecanismos efectores en los
que participan IFNy células CD8+ (25, 51) y
la aplicacion de IFNy inhibe la parasitemia o
prolonga el periodo prepatente en animales de
experimentacion (52), mientras que anticuerpos
contra esta citosina eliminan el efecto protector
inducido con la inmunizacion con esporozoitos. La
transferencia de células CD8+ secretoras de [FNy
y TNF anti-CSP también tuvo efectos protectores
(53). No obstante, la inmunizacion con secuencias
de CSP conteniendo exclusivamente epitopos T no
fue suficiente para conferir inmunidad protectora
(54). Lo que indica que ambos componentes de
respuesta (humoral y celular) son necesarios para
el desarrollo de inmunidad protectora.
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Hoy en dia, atin no es posible establecer si la
respuesta inmune protectora que se obtiene con la
inmunizacion de esporozoitos irradiados (atenua-
dos) podria ser inducida por medio de antigenos
especificos o fragmentos de éstos; ya que los es-
porozoitos atenuados invaden y de alguna manera
podrian generar productos o presentar antigenos en
asociacion con antigenos de histocompatibilidad
inductores de respuesta inmune. En experimentos
con antigenos incorporados a vectores virales
como el virus de la influenza, se han obtenido
respuestas de induccidn de anticuerpos y células
inmuno-especificas, pero la proteccion contra la
infeccion fue incompleta (55).

El uso de plasmidos vectores como agentes
de inmunizacion supone la internalizacion del
DNA codificante al interior de las células y la
subsiguiente expresion y presentacion antigénica
por el aparato celular. Los estudios utilizando esta
técnica para la inmunizacion con DNA codificante
de CSP, aunque demostré ser inocuo, indujo in-
munidad celular pero no anticuerpos especificos
(56) y los experimentos de proteccion ain no se
han completado.

La idea de utilizar combinaciones de
antigenos como inmundgenos también ha sido
probada, notable atencién merecio la vacuna SP66
que incluyo ademas de antigenos de merozoitos,
varios repetidos NANP de la CSP (57). La inmu-
nizacion de roedores con este neo-antigeno fue
efectiva, pero no ocurrié lo mismo en primates,
incluyendo a los humanos (58). Por otra parte, un
multiantigeno expresado en virus de vacuna que in-
cluyo antigenos de esporozoitos (CSP, una proteina
relacionada con trombina [TRAP]), ademas de una
proteina localizada en la superficie de hepatocitos
infectados (LSA-1), proteinas de formas eritro-
citicas (SERA, MSP-1 y AMA-1) y una proteina
de la superficie de los oocinetos (Pfs25) produjo
altos niveles de proteccion en ratones (59) pero fue
ineficaz para proteger sujetos humanos (60).

No obstante estos resultados desalentadores
en los ensayos previos, el desarrollo mas reciente
en vacunas anti-P. falciparum se basa en la estra-
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tegia del uso de antigenos multiples que incluye
CSP. Por medio de recombinacién genética, el
antigeno fue conformado por la expresion de dos
polipéptidos (RTSy S). RTS contiene la secuencia
correspondiente a los fragmentos de las secuencias
repetidas (NANP ) y la region del extremo car-
boxilo de la CSP, unido al antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B, y S es un polipéptido
que también corresponde a la proteina de superficie
del virus de la hepatitis B. Ambos péptidos son
sintetizados simultaneamente en Saccharomyces
cerevisiae y durante este proceso, ambos pépti-
dos conforman una estructura particulada (61).
Después de varios estudios fase | con esta vacuna
preeritrocitica, se llevé a cabo un ensayo clinico
fase 1lb en nifios de Mozambique, incluyendo
como adyuvantes monofosforil lipido Ay QS21.
Los resultados de este estudio demostraron que
la vacuna fue bien tolerada; sin efectos adversos
importantes, con produccion elevada de anticuer-
pos anti-CSP y una proteccidn contra infecciones
naturales del 57.7%, por un periodo minimo de
seis meses, tiempo maximo del seguimiento (62)
Estos resultados son mejores a los obtenidos en
un ensayo previo realizado en adultos en Gambia
(63). Lo que trae a consideracion la posibilidad de
variaciones en la respuesta a esta vacuna introdu-
cidos por la edad, cepas del parasito circulantes o
un efecto del transfondo genético de la poblacion
vacunada. El seguimiento de las poblaciones
incluidas en el estudio durante 21 meses reveld
que los nifios vacunados sufrieron 28.9% menos
episodios clinicos de malaria que los controles y
que la proteccion contra casos graves de la enfer-
medad fue del 48.6% (64). En estudios en fase I,
la eficacia ajustada de esta vacuna fue del 65.9%,
con lo que actualmente se preparan ensayos de fase
I11 (65).

Vacunas basadas en proteinas parasitarias in-
volucradas en la invasion de los eritrocitos. Las
vacunas contra las fases hematicas de la malaria
tienen como propdsito prevenir la frecuencia de
las formas graves de la enfermedad, como son la
anemia que puede presentarse en las infecciones
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por P. vivax y P. falciparum y la malaria cerebral,
una condicion que puede llevar a estados graves
de chogque metabdlico producida por P. falciparum,
responsable de la mayoria de las muertes produ-
cidas por esta parasitosis. La respuesta inmune
estadio-especifica que se obtiene con estas vacunas
previene que éstas sean efectivas contra los esporo-
zoitos y fases hepaticas de los parasitos, por lo que
no estan disefiadas para prevenir la infeccion natu-
ral de los individuos vacunados. Adicionalmente,
es factible que la eliminacion de la parasitemia o
su reduccion en densidad y temporalidad pueda
contribuir a disminuir la fuente de parasitos para
la infeccion de los mosquitos vectores, abatiendo
asi la transmision.

Como los estadios hepéticos, las formas
hematicas de los plasmodios se desarrollan en el
interior de células, en este caso los eritrocitos y se
encuentran por periodos muy breves libres en el
sistema circulatorio en su transito entre eritrocitos.
De este modo las formas invasivas hematicas, los
merozoitos, se encuentran expuestas al sistema
inmune Unicamente durante esos periodos breves
de trénsito. En el interior de los eritrocitos, como
éstos carecen de antigenos Clase | y 1l de complejo
de histocompatibilidad, los parasitos se encuentran
protegidos del efecto directo de las células T.

La interaccion entre los merozoitos y
sus células blanco ha evolucionado para, por
una parte, ser altamente especifica y por otra
minimizar los riesgos para el parasito. Al igual
que los esporozoitos, los merozoitos cuentan
con un aparato apical formado por roptrias,
micronemas y granulos densos, cuyos productos
son liberados durante el proceso de invasion
celular. En este proceso, los merozoitos, primero
se adhieren a los eritrocitos y luego orientan
su aparato apical para descargar sus productos
directamente sobre la superficie celular (66).
Las moléculas mediadoras del proceso invasivo
contenidas en éstos son expuestas muy brevemente
a la vigilancia inmunoldgica, protegiendo asi al
parasito. Las vacunas disefiadas para bloquear
la invasion eritrocitaria estan basadas en estas
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moléculas, estudios previos han documentado
que los anticuerpos contra éstas neutralizan la
invasion celular (67), los sueros de sujetos que
viven en zonas endémicas contienen anticuerpos
que reconocen antigenos de los merozoitos
y previenen la invasion de eritrocitos (13) y
transferidos pasivamente producen abatimiento
de las parasitemias en nifios no inmunes (68).

Ademas de la participacion de la respuesta
inmune humoral contra las formas sanguineas
de los plasmodios, también se ha documentado
la participacion de macrofagos que destruyen a
los parasitos mediante citotoxicidad mediada por
anticuerpos (69) y estudios en modelos animales
han documentado la participacion directa de cé-
lulas T, mediante la produccion de citocinas y la
produccion de 6xido nitrico (70, 71). Aunque las
implicaciones de esta respuesta inmune no han
sido bien estudiadas, la participacion de células
T en la produccion prolongada de anticuerpos su-
giere que las vacunas contra las formas hematicas
de los plasmodios deben también estar disefiadas
para inducir inmunidad celular (72).

La mayoria de las vacunas anti-estadios
hematicos estd basada en la posibilidad de inducir
anticuerpos que inhiben la invasion de los eritro-
citos por los merozoitos. Sin embargo, la falta de
modelos animales ha motivado que las pruebas de
su eficacia consistan principalmente en pruebas
de inhibicion de la invasion eritrocitica in vitro
y desafortunadamente, estas pruebas no siempre
correlacionan con resistencia a la enfermedad en
sujetos de areas endémicas. Asi mismo, las prue-
bas de eficacia se han basado en la intensidad de
infecciones adquiridas de manera natural, otra
condicién que ha retardado el desarrollo de prue-
bas clinicas para este tipo de vacunas.

El andlisis de los genes que codifican para
moléculas clase II (HLA-DRB1*-like) de monos
aulladores (Aoutos) ha mostrado que existe alta
similitud con algunas moléculas correspondien-
tes en el HLA- DRB1*-04 de humanos (73), asi
como entre los receptores de células T de ambas
especies (74), lo que indica la posibilidad de que



69

las respuestas inmunes sean similares entre ellas.
Adicionalmente, experimentos con estos monos
han mostrado la alta susceptibilidad de estos pri-
mates a la infeccidn intravenosa con P. falciparum
(75) y P. vivax (76); por lo que estos animales han
sido considerados como modelos adecuados para
la investigacion de la inmunogenicidad y capaci-
dad protectora de candidatos vacunales (77) y la
posibilidad de explorar modificaciones puntuales
que los haga méas inmundgenos. No obstante, ain
son necesarios estudios en los que antigenos selec-
cionados en el modelo experimental demuestren
las mismas propiedades en humanos.

Ya se ha mencionado la incorporacion de
antigenos de merozoitos en la vacuna SP66 y como
¢sta demostré muy baja eficacia para prevenir la
infeccion de sujetos en areas endémicas (78-82).
Sin embargo, mas recientemente, un ensayo en
monos Aotus de esta vacuna encapsulada en mi-
croesferas de PLGA demostro su capacidad para
inducir titulos altos de anticuerpos (83), lo que
abre la posibilidad de hacer nuevos ensayos para
investigar si es posible incrementar su eficacia
mediante el uso de adyuvantes adecuados.

Al momento, las vacunas anti-fases hematicas
mas avanzadas estan basadas en el uso de antigenos
de los merozoitos. Estas formas parasitarias poseen
numerosas proteinas superficiales que participan
en el proceso invasivo, las mejor estudiadas son
las proteinas de superficie del merozoito (MSP-
1, MSP-2 y MSP-3), el antigeno integrado a la
membrana apical 1 (AMA-1) y la proteina rica en
glutamato (GLURP). Los anticuerpos generados
contra las moléculas MSP-1, MSP-2 y AMA-1
bloquean la invasion de eritrocitos por los mero-
zoitos (84), mientras que los anticuerpos contra la
MSP-3 participan en reacciones de citotoxicidad
mediada por anticuerpos.

MSP1 es una de las proteinas merozoiticas
mejor estudiadas. Esta es sintetizada como un pre-
cursor de 200 kDa durante la esquizogonia (en el
interior de los eritrocitos) y es anclada a la super-
ficie de los merozoitos por medio de la adicion de
un grupo glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). Cuando
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los merozoitos son liberados al torrente sanguineo,
la proteina sufre dos modificaciones proteoliticas,
primero es cortada en cuatro fragmentos de ~83,
30, 38 y 42 kDa (este ultimo unido al GPI) que
permanecen pegados, por uniones no-covalentes,
como un complejo en la superficie del merozoito.
Durante la invasion MSP1,, sufre otra protedlisis
con lo que un fragmento de éste y todo el complejo
proteico es liberado quedando sélo un fragmento
unido al GPI (MSP1,,) (85, 86). Este fragmento
parece ser el blanco de la respuesta inmune me-
diada por anticuerpos (87, 88).

Inmunizaciones con la MSP1 completa,
MSP1,,6 MSP_, expresadas en Escherichia coli
o0 levaduras (89) han sido efectivas para abatir la
infeccion malarica en monos Aotus (90), pero han
mostrado poca efectividad en humanos (91, 93).
La integridad de AMAL es esencial la invasion
celular (94) y anticuerpos contra AMA1 inducen
proteccion en roedores y monos (95, 96), pero
estudios de fase | en Australia mostraron que esta
proteina aplicada con adyuvante Montanide ISA
720 produjo una pobre respuesta (97).

Otras vacunas que han sido probadas en es-
tudios fase I incluyen: una que contiene GLURP
en Montanide y probo tener buena inmunogenici-
dad en Uganda (98); una basada en MSP3 que, en
Burkina Faso, ha probado ser segura y producir
una respuesta inmune de citotoxicidad mediada
por anticuerpos de larga duracion (99) y otra que
contiene una proteina rica en serina (SERA), que
se acumula en la vacuola parasitofora durante el
desarrollo del parasito en el interior del eritroci-
to. Anticuerpos contra esta proteina se asocian a
parasitemias bajas en sujetos en areas endemicas
(100) e induce anticuerpos citofilicos en animales
experimentales (101). Estudios de fase | se encuen-
tran en proceso en Japon.

Entre todas las vacunas contra estadios
sanguineos, la que ha alcanzado un desarrollo
mas avanzado es la llamada combinacion B de
P. falciparum. Esta contiene ademas del antigeno
RESA, una proteina que permanece en la super-
ficie del eritrocito infectado después de la inva-
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sion parasitaria, las proteinas MSP1 y MSP2 en
Montanide (102). En ensayos fase I- IIb, llevados
a cabo en 120 nifios de Papua Nueva Guinea, la
inmunizacion con la combinacion B, resulto en
una reduccion del 62% en la parasitemia y una
disminucion en la prevalencia de infecciones. La
proteccion contra infecciones con parésitos que po-
seian las formas alélicas de la MSP2 de las vacunas
fue buena, pero no asi contra otras formas alélicas
(103). Esto por un lado demuestra la participacion
de MSP2 en el proceso infeccioso y por el otro,
la necesidad de incluir en las inmunizaciones los
genotipos parasitarios circulantes en el &rea. Nue-
vas formulaciones para atender esta necesidad se
encuentran en proceso.

Candidatos vacunales contra eritrocitos
infectados. Aun cuando la presencia de
anticuerpos contra antigenos merozoiticos
indudablemente contribuye a la inmunidad
antimalarica adquirida en zonas endémicas, el
desarrollo de los plasmodios en el interior de los
eritrocitos los hace practicamente inaccesibles al
los mecanismos efectores inmunes, 1o que como
se revisa arriba, impone el requerimiento de que
los titulos de anticuerpos anti-merozoito inducidos
por la vacunacién sean muy elevados y de larga
duracion.

Por otra parte, existe suficiente evidencia de
que la respuesta inmune mediada por anticuerpos
contra las proteinas que los parésitos posicionan
en la superficie de las células hospederas es el
principal mecanismo de resistencia a la infeccion,
que después de muchas infecciones desarrollan los
habitantes de areas endémicas (104, 105).

Una caracteristica importante en la infeccion
por P. falciparum es el fendmeno de secuestracion
de los eritrocitos infectados (EI) con trofozoitos,
esquizontes y estadios | y 11 de gametocitos. Estos
El y II poseen protrusiones en su superficie cono-
cidas como “knobs”, los cuales actian como sitios
de adhesion a los endotelios. Entre las proteinas
sintetizadas por el parésito que forman parte de
los “knobs” esté la proteina de membrana del
eritrocito infectado (PFEMP1) (26).
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En las células endoteliales del interior de
los vasos sanguineos, se han identificado varias
moléculas que funcionan como ligando para los
El (106, 107), éstas incluyen a: CD36, que es
una molécula constitutiva de la mayoria de los
endotelios que forman los vasos sanguineos, las
moléculas de adhesion intercelular (ICAM) y
las moléculas de adhesion vascular (VCAM),
la trombospondina, moléculas de adhesion
de los leucocitos a endotelios (ELAM-1) y
condroitina sulfato A (CSA) (108). Este ultimo es
de particular interés porque es el ligando presente
en placentas.

Como se indicd anteriormente, el secuestro
de los EI con P. falciparum es responsable de
la sintomatologia de la malaria grave y de la
malaria placentaria (109), condicién que afecta
principalmente a primigestas y produce aborto
y productos de bajo peso al nacer. Las proteinas
PfEMP1, principales mediadoras de la adhesion
de los EI al endotelio capilar estan codificadan
por alrededor de ~ 50 genes var (110). A pesar
de variar en su secuencia, las PFEMP1 poseen
dominios comunes, entre los que destacan una
region rica en cisteinas localizada entre dominios
(CIDR) y un dominio parecido a otras proteinas de
adhesion del parasito tipo Duffy (DBL) y que son
de varios tipos. El DBLYy tiene afinidad por CSA.
Cada parasito expresa sdlo una de las variantes
de PFEMP1. La produccion de anticuerpos contra
la variante en turno resulta en la eliminacion de
los EI que la portan (111), mientras que aquellos
parésitos que han cambiado el tipo de PfEMP1
que expresan sobreviven. Esta variacion antigénica
continda hasta que el repertorio de variantes ha
producido suficientes anticuerpos especificos
para una respuesta premunitoria protectora de la
enfermedad.

El proposito de las vacunas basadas en
PfEMP1 es la de disminuir la cantidad de parasitos
sanguineos o por lo menos prolongar el periodo
clinico prepatente mientras se desarrollan otras
respuestas de proteccion (112). Sin embargo,
aunque varios candidatos han sido propuestos
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basados en los dominios DBLy, CIDR1ay DBLI1 a
(113-115) los resultados de inmunizacion con estos
antigenos en monos Aotus fueron decepcionantes
(116) y no existen candidatos vacunales probados
en humanos.

Vacunas bloqueadoras de la transmision.
Estas vacunas estan disefiadas para bloquear la
transmision de la enfermedad y se basan en la
produccion de anticuerpos contra antigenos de
las fases sexuadas del parasito, impidiendo asi
la infeccion de los mosquitos vectores (117).
Tedricamente, este tipo de vacunas podrian reducir
la prevalencia de la morbilidad y mortalidad por
malaria en areas endémicas e incluso contribuir
a la erradicacion de esta parasitosis en areas de
baja transmision. También se ha aducido que
la incorporacion de antigenos inductores de
inmunidad bloqueadora de la transmision tendria
buen uso en la prolongacion de la utilidad de la
vacunacion con otros antigenos, ya que contribuiria
a prevenir la diseminacion de parasitos resistentes
a esas vacunas (118).

Varias proteinas de las formas sexuales de
los plasmodios han sido identificadas y propuestas
como candidatas de vacunas bloqueadoras de
la transmision (VBT). En P. falciparum se han
identificado dos proteinas de los gametocitos
y gametos, las cuales originalmente fueron
denominadas Pfs 230 y Pfs 48/45 por su peso
molecular (119). Pfs 230 se sintetiza como un
precursor de 363 kDa, en el complejo membrana
parasitéfora/membrana los gametocitos. Cuando
ocurre la formacion de gametos, una region de
50 kDa se remueve de la region amino-terminal,
dando origen a una proteina de 230 kDa localizada
en la superficie de los gametos (120). A pesar
de que Pfs 230 no se expresa en la superficie de
los globulos rojos durante la gametocitogénesis,
se encuentran anticuerpos anti Pf 230 en un
40 % de los pacientes con malaria (121). De la
misma forma, se ha descrito que el péptido de
50 kDa posee propiedades inmunogeénicas y es
considerada una molécula de evasion del sistema
inmune (122).
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Otras de las moléculas detectadas en la su-
perficie de los gametocitos/gametos es un doblete
de 48/45 kDa. Las proteinas del doblete Pfs 48/45
estan formadas por tres dominios de repetidos de
cisteinas, que muestran similitud con dominios de
Pfs230 (123). La region carboxi-terminal de Pfs
48/45 se une a GPI para anclarse a la superficie
del parasito (124). Pfs 48/45 forman un complejo
estable con Pfs 230y se ha sugerido que la proteina
madura Pfs 48/45 podria ser importante para que
Pfs 230 se adhiera a la superficie del gameto.Vacu-
nas basadas en los antigenos Pfs48/45 y Pfs230 se
encuentran aun en fase experimental para la iden-
tificacion de regiones candidatas para ser incluidas
en vacunas (125, 126). Aunque Pfs48/45 recom-
binante ha mostrado ser altamente inmunogénica
en ratones y conejos, los anticuerpos inducidos
por estos no bloquearon la infeccion de mosqui-
tos (127), probablemente por la necesidad de una
estructura terciaria correcta para la produccion de
anticuerpos bloqueadores.

Las proteinas P25/28 son abundantes en
la superficie de los oocinetos (128) y existe
suficiente evidencia de su participacion en los
procesos de reconocimiento e invasion del epitelio
del estdbmago (129, 130), por lo que éstas fueron
propuestas como blanco para la induccién de
anticuerpos que blogueen la transmision.

La familia P25/28 se ha identificado en
diferentes especies de Plasmodium, entre éstas,
las especies principales que afectan al hombre, P.
falciparum, Pfs25-28 (117) y P. vivax, Pvs25-28,
del cual existen varios polimorfismos (131). Estas
proteinas presentan dominios que se asemejan al
factor de crecimiento epidermal (FCE) ricos en
cisteinas. Basados en el numero de cisteinas en el
cuarto dominio tipo-FCE, estas proteinas se han
dividido en dos subfamilias: P25 (con 20 cisteinas)
y P28 (con 22 cisteinas).

Las inmunizaciones con Pfs25, Pfs28,
Pvs25 y Pvs28 recombinantes en formulaciones
con diferentes adyuvantes mostraron ser efectivas
para la produccion de anticuerpos (132-134).
Estos anticuerpos probaron bloguear la infeccion
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de mosquitos en experimentos de alimentacion
con sangre infectada con gametocitos. Ensayos
en monos Aoutus usando Pvs25 recombinante,
producido en S. cerevisiae, formulado en
Montanide ISA-720, mostraron la induccion
de anticuerpos bloqueadores, efectivos hasta
después de cinco meses después de tres dosis
de vacuna (135). Como era de esperarse, la
produccion de estos anticuerpos no fue reforzada
por la infeccion natural de los animales. Resultados
similares fueron obtenidos en Macaca mulatta
(136). En estudios de fase | esta formulacion no
produjo efectos secundarios importantes, sino
solamente fue moderadamente inmunogénica
(137). Interesantemente, los anticuerpos anti-Pvs
25 producidos en animales fueron capaces de
reconocer varios aislados naturales, indicando
que el polimorfismo en Pvs25 no es un problema
importante (138). En otros estudios, el antigeno
Pf25 expresado en Picchia pastoris ha pasado con
éxito la fase de estudios preclinicos y se encuentran
actualmente en estudios clinicos de fase I en Japon
(139).

De todas las candidatas vacunales contra la
malaria, las vacunas bloqueadoras de transmision
han requerido esfuerzos adicionales para convencer
a los organismos internacionales de su utilidad y
posible implementacion. Dado que estas vacunas
no confieren directamente proteccion a la persona
inmunizada, sus posibles beneficios dependen
de la aceptacion popular de vacunarse como una
medida de salud publica para beneficio colectivo.
La posibilidad de la vacunacion por via intranasal,
ya probada con éxito con Pfs25 en animales
experimentales (140) podria facilitar la aplicacion
masiva de la vacuna y promover su aceptacion
popular.

La efectividad de estas vacunas en progra-
mas nacionales de control de la malaria depen-
dera de las caracteristicas de la transmision en
cada area; en areas hiperendémicas, la aplicacion
masiva pareceria ser lo indicado, pero no se han
determinado los niveles de cobertura y su posible
efectividad en areas de transmision inestable.
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Por otra parte, aun queda por resolver una
limitacion particular de las vacunas basadas en
P25-28 y es que dado que éstas no se expresan en
las formas sanguineas, no existe la posibilidad del
reforzamiento por infecciones naturales. Mas adn,
no existe consenso sobre los titulos de anticuerpos
efectivos para el bloqueo de la transmisidn; como
ocurre en el caso de anticuerpos contra las formas
asexuales (141), la disminucién de los titulos con
el tiempo, podria incrementar la transmision.
Retos para el desarrollo de vacunas anti-ma-
laricas efectivas. Este recuento ejemplifica los
avances, pero también presenta los problemas
principales a los que la comunidad cientifica se
enfrenta para el desarrollo de vacunas efectivas
contra la malaria. Los candidatos vacunales que
aqui se discuten representan aquellos cuyo desa-
rrollo ha alcanzado los estudios clinicos iniciales,
pero hasta el presente solamente uno de ellos se
encuentra en preparacion para iniciar pruebas de
fase Ill y aun no es posible estimar cuantos de
aquéllos que se encuentran en fase | seran lo su-
ficientemente efectivos para poder ser propuestos
para este tipo de pruebas.

Quizas la dificultad mas importante para el
desarrollo de vacunas efectivas sea el que todavia
desconocemos los mecanismos inmunes principales
y las moléculas parasitarias que de manera natural
participan en el desarrollo de resistencia contra la
malaria. Todas las moléculas actualmente incluidas
en las vacunas potenciales han sido seleccionadas
por su inmunogenicidad, su participacion en
procesos bioldgicos indispensables para el
desarrollo de los plasmodios en sus hospederos
vertebrados e invertebrados y por la demostracion
de que éstos son reconocidos por el sistema inmune
de sujetos en areas endémicas (142, 143). Pero su
participacion en la respuesta inmune protectora
solo ha sido investigada en algunos de ellos y
aunque se han desarrollado algunas pruebas para
medir la efectividad de la respuesta inducida por
los inmundgenos (144), ain desconocemos si éstos
son adecuados para inducir una respuesta efectora
efectiva.
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En condiciones naturales, la resistencia a
la enfermedad se logra después del padecimiento
repetido de varias infecciones, lo que indica la
necesidad del estimulo antigénico repetido o la
presencia permanente de bajos niveles de los
inmunogenos. El resultado final es la premunicion,
no la eliminacion completa de la parasitemia,
condicion que adn no se establece con ninguna
de las vacunas actualmente en experimentacion.
De todas éstas, aquéllas basadas en parasitos
preeritrociticos, requieren de una inmunidad que
evite completamente el desarrollo parasitario,
ya que el desarrollo de al menos uno de ellos es
suficiente para la infeccidon sanguinea y con ello
la enfermedad.

La respuesta inmune humoral inducida
con la inmunizacion contra estas formas no ha
probado ser de larga duracion y la participacion
de la inmunidad celular aan requiere mejor
definicion. Por su parte, las vacunas con antigenos
de paréasitos sanguineos podrian ser efectivas para
inducir premunicién y evitar las formas graves
de la enfermedad. Sin embargo, aln es necesario
definir cuéles son los niveles de respuesta que
serian efectivos para este proposito. Los resultados
en modelos en roedores y primates no siempre han
sido extrapolables a los humanos y esta condicion
puede resultar en extensos y costosos estudios que
desvian esfuerzos y recursos.

La gran diversidad genética de los parési-
tos introduce otra dificultad cuya solucion es la
identificacién de epitopos comunes, pero cuya
efectividad en la induccion de respuestas protec-
toras requiere mas estudios. Del mismo modo, la
variabilidad genética de la respuesta inmune en la
gran extension geografica de las areas malaricas,
implica que cada antigeno sea probado en este
contexto y de ser necesario disefiar epitopos uni-
versales (44).

En el caso particular de las vacunas
bloqueadoras de la invasion eritrocitaria, la
restriccion que impone el polimorfismo genético
de las moléculas parasitarias participantes ha
motivado la identificacion de regiones funcionales
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conservadas para ser incluidas como inmunogenos,
pero éstas han resultado poco antigénicas. Se
ha documentado que la razon de una respuesta
inmune deficiente contra estos candidatos se debe
a la especificidad de los epitopos vacunales por
diferentes alelos de histocompatibilidad, por lo que
se han introducido mutaciones en estos antigenos
para incrementar su afinidad hacia moléculas de
HLA-DRp1*-like de monos Aoutus, lo que dio
como resultado un aumento en su inmunogenicidad,
ademas de inducir proteccion contra infecciones
malaricas en estos animales (77, 145). La
factibilidad de poder disefiar moléculas antigénicas
con alta afinidad por las principales moléculas HLA
de humanos que participan en la respuesta inmune
anti-malarica, aun requiere demostrarse. De ser asi,
esta muy prometedora nueva estrategia permitira el
disefio de antigenos altamente inmunogénicos de
acuerdo a la prevalencia de los tipos de antigeno
de histocompatibilidad en las poblaciones humanas
blanco.

No obstante estas dificultades, que pueden
visualizarse como retos, los avances en el desarro-
Ilo de vacunas anti-maléricas en la Gltima década,
como son las pruebas clinicas con antigenos pree-
ritrociticos como RTS,S, de fases hematicas como
MSP1, y sexuales como Pvs 25 permiten predecir,
que en un futuro no muy lejano se podréa contar con
una vacuna eficaz contra este importante flagelo
de la humanidad.
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