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RESUMEN

La malaria representa uno de los mayores problemas de salud publica a escala
mundial con aproximadamente 3 billones de habitantes de cerca de 100 paises
permanentemente expuestos al riesgo de infeccion, en los cuales se generan mas de
200 millones de casos clinicos cada afio. La infeccion es causada por parasitos del
género Plasmodium, los cuales son transmitidos al humano por mosquitos del género
Anopheles. El Plasmodium falciparum es la especie mas prevalente y virulenta, cuenta
con mas del 90% de los casos reportados en 2015, y genera un mortalidad
considerable, principalmente en nifios menores de 5 afios y mujeres gestantes. El
Plasmodium vivax es la segunda especie de importancia epidemiolégica y responsable
de la mitad de los casos de malaria fuera de Africa. Se estima que P. vivax causa cerca
de 14 millones de casos clinicos cada afio, y aunque la mortalidad asociada a este es
significativamente inferior a la de P. falciparum, su mayor problema radica en que es
responsable de recaidas periddicas causadas por la activacion de formas latentes de
parasito en el higado (hipnozoitos).

Entre las principales medidas de control de la malaria se encuentran diagnostico
microscoépico oportuno, tratamiento curativo adecuado y control de vectores, las cuales
han contribuido a una significativa disminucién global de la incidencia de la malaria en
los ultimos 15 afos. Adicionalmente, durante las ultimas tres décadas se han realizado
grandes esfuerzos en la identificacién de moléculas que puedan ser desarrolladas como
vacunas, estas Ultimas consideradas una herramienta complementaria de control de
gran costo-efectividad. Sin embargo, a pesar de los extraordinarios esfuerzos de estos
afios en el desarrollo de una vacuna contra la malaria, solo una vacuna contra P.
falciparum (RTS,S) basada en la proteina del circumsporozoito (CS) ha alcanzado
estudios de Fase 3.

En el caso de P. vivax, el desarrollo de vacunas ha sido mas dificil y complejo,
principalmente debido a los recursos limitados invertidos en la misma a causa de
factores como: 1) menor prevalencia en el mundo; 2) la idea equivocada de que P. vivax
es una especie que solo produce malaria benigna, y 3) la falta de un método para el
cultivo continuo del parasito por largos periodos de tiempo, lo que dificulta el estudio de
la biologia del paréasito y el descubrimiento de nuevos antigenos para el desarrollo de
vacunas. Sin embargo, teniendo en cuenta la experiencia en el desarrollo de la RTS,S,
en Colombia, el Consorcio Caucaseco para la Investigacién Cientifica ha concentrado
esfuerzos significativos en la caracterizacion y prueba preclinica y clinica de la PvCS
asi como de otros antigenos de P. vivax que pudieran ser incorporados en una vacuna
polivalente, multi-estadio.

El objetivo general de este trabajo fue la identificacion de moléculas de estadios
pre-eritrociticos y eritrociticos asexuales de P. vivax, que pudieran ser propuestas como
candidatas para el desarrollo de vacunas. El trabajo se abordé a través de los siguientes
objetivos especificos: 1) Caracterizacion funcional de la proteina del circumsporozoito
(CS) de P. vivax (Pv) para formular una vacuna quimérica de segunda generacion; 2)
Evaluacion de la antigenicidad e inmunogenicidad en roedores del antigeno quimérico
producido; 3) Evaluacién de la inmunogenicidad de la nueva proteina quimérica en
primates no humanos; 4) ldentificacion de moléculas de estadios eritrociticos asexuales
con motivos estructurales de dobles a-hélices con potencial para su estudio como
candidatos a vacunas.



Los resultados de los estudios propuestos para abordar estos objetivos especificos
se describen en cuatro capitulos:

En el capitulo 1 se describen los estudios dirigidos a la evaluacion de la repuesta
inmune natural contra diferentes sub-fragmentos de la proteina PvCS con el objetivo de
desarrollar un poli-péptido sintético quimérico que contenga las variantes antigénicas
naturales de la proteina. Esta fase se desarrolld, utilizando muestras de plasma de
individuos de &reas malaricas de Colombia y Papua Nueva Guinea (PNG), asi como
muestras de plasma de voluntarios inmunizados con la proteina CS en ensayos clinicos
previos; que se usaron para determinar la antigenicidad de diferentes fragmentos de la
proteina y para evaluar la capacidad de anticuerpos anti-CS purificados para inhibir in
vitro la invasion y el desarrollo del parasito en el hepatocito. En este estudio se encontrd
que tanto los sueros de Colombia como los de PNG fueron reactivos con la proteina
CS, aunque los ultimos mostraron una mayor respuesta. La region RI contenida en el
fragmento N-terminal resulté ser la mas inmunogénica y anticuerpos dirigidos contra
esta region permitieron bloquear el desarrollo del parasito in vitro. Estos resultados
permitieron el disefio de un candidato de vacuna de segunda generacién contra P.
vivax.

En el capitulo 2 se produjo una proteina sintética quimérica denominada PvCS-
NRC que contiene las regiones inmunodominantes; se evalu6 tanto su antigenicidad
utilizando de nuevo muestras de Colombia y PNG, como la respuesta de anticuerpos
inducida por la inmunizacion de ratones de las cepas C3H, CB6F1 e ICR. Estos estudios
se desarrollaron utilizando la proteina PvCS-NRC formulada en los adyuvantes
Montanide ISA 51, Hidroxido de Aluminio y GLA-SE, todos tres de uso potencial en
humanos. Los resultados mostraron que la proteina fue inmunogénica con las tres
formulaciones independientemente de la cepa de ratén evaluada, y se encontro que las
formulaciones en los adyuvantes GLA-SE y Montanide indujeron una respuesta inmune
mas vigorosa. Adicionalmente, se demostr6 que los anticuerpos generados
experimentalmente reconocian de manera especifica la proteina CS nativa en
esporozoitos, y a través de pruebas in vitro se determiné la capacidad de los mismos
de inhibir la invasién de esporozoitos (ISI) a células hepaticas. Estos resultados
motivaron al desarrollo de nuevos estudios en primates para evaluar el potencial de la
PvCS-NRC como un candidato a vacuna contra la malaria por P. vivax.

En el capitulo 3 se evalué la inmunogenicidad de la proteina PvCS-NRC formulada
esta vez en adyuvantes Montanide ISA 51 y GLA-SE, en primates del genero Aotus. La
evaluacion de la respuesta inmune humoral y celular confirmé la inmunogenicidad de
las dos formulaciones de la proteina probadas, las cuales indujeron respuesta de
anticuerpos principalmente del isotipo IgG1, y nuevamente demostraron la capacidad
de reconocer la proteina nativa en esporozoitos. Adicionalmente, la inmunizacién indujo
la produccion de citoquinas detectables en el plasma de los animales inmunizados, asi
como la induccion de las mismas in vitro de IFN-y mediante la estimulacion de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) obtenidas de los primates inmunizados.
Las dos formulaciones indujeron la produccion de IFN-y e IL-10, y adicionalmente la
formulaciéon GLA-SE indujo la produccion de TNF-a. La formulacién con Montanide
indujo una respuesta de anticuerpos de mayor duracién, aunque esta no fue
significativamente diferente. Estos resultados motivan el desarrollo clinico de esta
proteina hibrida sintética.



El capitulo 4 describe la identificacion y evaluacion de la respuesta inmune de
nuevos antigenos de estadios asexuales eritrociticos. Inicialmente se usaron algoritmos
bioinforméticos con capacidad de predecir dominios de doble hélice-a reconocidos por
su capacidad para inducir y ser reconocidos por anticuerpos. Inicialmente se utilizaron
muestras de plasma provenientes de individuos infectados naturalmente con P. vivax
en areas endémicas de Colombia y PNG, con las cuales se evaluo la antigenicidad de
50 antigenos conteniendo dichos dominios. Con base en ensayos de ELISA se
seleccionaron para estudios adicionales, ocho antigenos que indicaron una fuerte
reactividad tanto con muestras de plasma de personas de areas endémicas de malaria,
como con sueros de ratones inmunizados con los mismos antigenos. Cuatro de estos
antigenos reconocieron las proteinas nativas en formas sanguineas del parasito y
adicionalmente, indujeron la produccion ex vivo de IFN-y por PBMC de murinos,
confirmando la inmunogenicidad de estas estructuras. Estos resultados motivan
estudios adicionales en primates no humanos y en humanos para evaluar la eficacia
protectora de los fragmentos seleccionados.

En conclusién el desarrollo de este trabajo ha permitido aportar informacién valiosa
para el desarrollo de una vacuna polivalente y multi-estadio contra el P. vivax. Este
estudio ha permitido mediante una extensiva caracterizacion de una de las proteinas
mas importantes de estadios pre-eritrociticos, la proteina CS, disefiar un antigeno de
segunda generacion que mostrd ser antigénico e inmunogénico en modelos animales,
con capacidad de bloquear el desarrollo del parasito in vitro. Adicionalmente, se
identificaron cuatro nuevos antigenos de estadios eritrociticos con gran potencial para
ser evaluados en primates que confirmen su inmunogenicidad y evalUen la eficacia
protectora de los mismos. Como producto de este trabajo se cuentan 3 articulos
cientificos originales, 2 revisiones, 2 manuscritos en preparacion y 2 presentaciones en
congresos internacionales.

Palabras clave: Malaria, P. vivax, vacunas, circumsporozoito, a-hélices alfa



1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia de la Malaria

La malaria representa un problema de salud publica a nivel mundial con 97 paises
expuestos a la enfermedad en regiones tropicales y subtropicales, donde ~3.3 billones
de personas viven en riesgo de contraer la infeccion y desarrollar la enfermedad. En el
afo 2015 estos paises reportaron un total de ~214 millones de casos clinicos y ~430
mil muertes [1]. Existen cinco especies de parasito del género Plasmodium que afectan
humanos: cuatro de ellas son especies de malaria humana P. falciparum, P. vivax, P.
ovale y P. malariae; sin embargo, en los ultimos afios se han registrado en humanos
infecciones por P. knowlesi, una especie de Plasmodium de monos endémicos de areas
boscosas de Asia sudoriental [2]. La malaria se transmite de una persona a otra a traves
de la picadura de mosquitos hembra del género Anopheles, de los cuales se han
identificado alrededor de 400 especies diferentes pero sélo 30 de ellas son vectores de
importancia epidemiologica [1]. De las cinco especies, P. falciparum es el mas
prevalente y causa la mayoria de las muertes a escala mundial.

P. vivax es la segunda especie en importancia y presenta la mayor distribucion
geogréfica, ya que puede desarrollarse en el mosquito vector a temperaturas mas bajas,
puede sobrevivir a mayores altitudes y en climas mas frios. En el afio 2015 se reportaron
13,8 millones de casos de malaria por esta especie a escala global, representando
cerca de la mitad de casos fuera de Africa [1]. Esta especie es prevalente en Asia,
Oceania, América y varios paises de Africa; (Figura 1.1). Aunque no es responsable de
una alta tasa de mortalidad, P. vivax induce una enfermedad debilitante con recaidas
periddicas, ocasionadas por la activacion peridédica de formas latentes en higado
(hipnozoitos), lo cual produce un importante impacto epidemiolégico y econémico en
las comunidades endémicas. Adicionalmente, durante la Ultima década, se han
reportado casos de malaria grave por P. vivax [3-5] y recientemente han emergido
cepas resistentes a la cloroquina en algunas regiones de Sur Africa [6] y Asia [7,8].
Adicionalmente, se ha observado que P. vivax responde mas lentamente a las medidas
de control, posiblemente debido a sus caracteristicas biolégicas, en particular a su
capacidad de producir recidivas por la reactivacion de hipnozoitos, asi como a la
produccion mas temprana de gametocitos [9]. Estas caracteristicas bioldgicas sugieren
la necesidad de prestar mayor atencion a la investigacion y control de la malaria
causada por P. vivax [10].

1.1.1 Epidemiologia de la malaria en Colombia

Aproximadamente 85% del territorio colombiano cumple con las condiciones
ecoldgicas, climéticas, geogréficas y epidemioldgicas para la transmision de malaria,
condiciones que hacen que la malaria sea endémica en gran parte del territorio nacional
y que Colombia, ocupe el tercer lugar después de Brasil y Venezuela en nimero de
casos en el continente Americano. Se estima que ~25% de la poblacion se encuentra
en riesgo de contraer la enfermedad [11], en zonas donde los factores ambientales
sociales, culturales, econdmicos y politicos comprometen la eficacia de los programas
de prevencion y control.
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Figura 1.1. Mapa mundial de transmision de malaria 2010. Arriba P. falciparum y abajo P. vivax [12]

Aunque desde 2003 se ha observado una reduccion de la transmision de la malaria
en Colombia, esta aun representa un problema de salud publica con patrones de
transmision inestable, con picos peridédicos de mayor transmision (Figura 2A). Desde el
afo 2003, afo en el cual se registraron 140.000 casos, se ha producido una reduccién
progresiva de la malaria con picos de transmision en los afios 2007 y 2010. Para el
2015 se notificaron al Sivigila 52.416 casos de malaria no complicada, con similar
proporcion entre P. vivax (24.420, casos 46,6%) y P. falciparum (27.173, 51,8%),
ademas de malaria asociada (823, 1,6%) [13]. Del total de casos, 83,5% se concentrd
en tres departamentos: Choc6 (52,0%), Antioquia (12,2%) y Narifio (11,8%). EI mayor
ndamero de casos de malaria por P. falciparum se reporté en Narifio y Choc6 con un
97% y 63%, respectivamente, mientras que en Antioquia y el resto del pais P. vivax fue
la especie mas frecuente con 78% de los casos reportados. Amazonas, Valle y Cérdoba
suman 14% de los casos en el pais; adicionalmente, existen zonas endémicas de menor
transmision ubicadas en los departamentos del Guaviare, Vichada, Guainia, Vaupés y
Amazonia (Figura 1.2B).

En general, durante los ultimos afios, el Programa Nacional de Control de Malaria
(PNCM) ha concentrado sus actividades de control en estrategias como manejo de
casos, prevencion y vigilancia. Con el apoyo del Fondo Mundial para la lucha contra el
SIDA, la Tuberculosis y la Malaria (FMSTM), entre el afio 2005 y el 2015 se
desarrollaron dos programas de intensificacion del control. Estos programas tuvieron
como objetivo general la reduccién de la malaria en el pais, a través del mejoramiento
del acceso al diagnéstico y tratamiento, aumento de la cobertura de uso de mosquiteros
tratados con insecticidas de larga duracion, fortalecimiento del sistema de informacion,
vigilancia y gestion de la malaria y estimulo a la participacion social.
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A pesar de estos esfuerzos el impacto de las actividades de control se ha visto
obstaculizado por situaciones como el conflicto armado, la agricultura y la mineria ilegal,
la desigualdad social y el cambio climatico. Esto sumado a hallazgos sobre el papel de
las infecciones sub-microscopicas en la transmision de la enfermedad, especialmente
en las zonas con intensidad de transmisién relativamente baja, han dificultado un mayor
impacto de estos programas y evidencia los obstaculos para la eliminacién de la malaria
en la region [14,15].

Por otra parte, la gran biodiversidad de Colombia, también se manifiesta en la
variedad de especies anofelinas presentes en el pais. Aunque en el territorio nacional
se han descrito >40 especies, a la fecha solo se ha confirmado capacidad vectorial en
grupo de ellas: Anopheles albimanus, An. darlingi (Amazonia) y An. nunestovari
(Orinoco y Amazonia) representan vectores primarios, mientras que An. neivai
(Pacifico), An. pseudopunctipenis, An. puntimacula y An. lepidotus representan
vectores secundarios (PAHO 2012). Sin embargo, estudios recientes han demostrado
la presencia de otras especies que podrian estar implicadas en la transmision de la
enfermedad [16].

1.2 Estrategias y programas globales de control de la malaria

Durante las ultimas seis décadas, el control de la malaria y los intentos de
erradicacion a escala global o su eliminacion a escala regional se han basado
principalmente en: i) el control de vectores para reducir la transmision por el mosquito
vector, con base en la utilizacion de toldillos con insecticida de larga duracion (TILD) o
la fumigacion con insecticida de accion residual (IRS); ii) quimioprofilaxis para prevenir
las infecciones sanguineas; y iii) manejo de casos, que incluye el diagnostico y el
tratamiento curativo de infecciones [17].

En 1950, basados en la experiencia ganada con la fumigacién con DDT, la OMS
aprobo la conformacioén del programa global de erradicaciéon de malaria (GMEP, por sus
siglas en inglés). Las intervenciones de GMEP se focalizaron en la fumigacion de
interiores con DDT u otros insecticidas aprobados, mientras que las medidas utilizadas
tradicionalmente en el control de la malaria fueron abandonadas [18]. Durante la década
de 1960, se observOo que algunas areas no lograron avanzar como se esperaba,
sumado a la confirmacion de los primeros casos de resistencia a cloroquina en
Colombia y Vietnam [19] y posteriormente otras regiones [20]. Todo esto llevo a la
terminacién de la meta de erradicacién y a un cambio de estrategia, mediante el
fortalecimiento de los sistemas de vigilancia y control, y los programas de investigacion
[18]. Posteriormente, se observo la aparicion de resistencia a sulfadoxina-pirimetamina



(SP) a finales de 1970 [21,22], a mefloquina (MQ) a mediados de los 90 [23] y mas
recientemente, a los medicamentos derivados de la artemisinina [24].

Durante la ultima década, la malaria ha disminuido significativamente en muchas
regiones del mundo, incluidos varios paises de América Latina. A nivel mundial, el
namero estimado de casos de malaria se redujo de 262 millones en 2000 a 214 millones
en 2015 [1]. Esta disminucion se debe principalmente a las iniciativas globales
orientadas al control eficaz de la malaria como: el programa denominado “Hacer
Retroceder la Malaria” (“Roll Back Malaria - RBM”) con su Plan de Accién Global contra
la Malaria (“Global Malaria Action Plan” - GMAP) liderado por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), el grupo de Eliminacion de la Malaria (“The Malaria Elimination
Group” - MEG) liderado por Global Health Group de la Universidad de California, y mas
recientemente la iniciativa denominada Agenda de Investigacion para la Erradicacion
de la Malaria (“The Malaria Eradication Research Agenda” - malERA) [25], que se
establecio para complementar GMAP en un proceso que reune varios expertos en
malaria. Adicionalmente, el Fondo Mundial (FM), la Fundacion Bill y Mellinda Gates y
otras agencias internacionales han contribuido significativamente a la financiacién de
actividades de control de la malaria en las dos ultimas décadas.

1.3 Ciclo de vida de Plasmodium

Los parasitos del género Plasmodium poseen un ciclo de vida complejo que
involucra dos hospederos: uno intermediario 0 huésped vertebrado en el que se lleva a
cabo el desarrollo asexual, y un huésped definitivo, el mosquito Anopheles, donde el
parasito se reproduce sexualmente. Aunque no todas las especies de Plasmodium
desarrollan el mismo ciclo, las especies que afectan al humano tienen un ciclo similar,
con algunas particularidades, que se divide en 3 fases (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Ciclo de vida del Plasmodium. Tomado de Winzeler E.A, 2008 [26]

1.3.1 Fase pre-eritrocitica — Esquizogonia hepéatica

Esta fase se inicia cuando un mosquito Anopheles hembra infectado y portador de
esporozoitos maduros en sus glandulas salivares, se alimenta de sangre humana,
transfiriendo simultdneamente en su saliva un nimero indeterminado (~50 - 200) de



parasitos [27]. Este proceso también involucra la inoculacion de proteinas de glandulas
salivales que facilitan la alimentacion, incluyendo proteinas anticoagulantes,
antiinflamatorias e inmunosupresoras [28]. Después de alcanzar la intradermis, algunos
esporozoitos son destruidos por macréfagos, otros entran en los vasos linfaticos (~20%)
y un porcentaje variable (15% a 25%) entra a los vasos sanguineos [29,30].

Después de entrar en la circulacion sanguinea, los esporozoitos alcanzan el higado,
donde migran a través de células sinusoidales para invadir el parénquima hepatico. La
primera interaccion entre los esporozoitos y hepatocitos estda mediada principalmente
por la proteina del circumsporozoito (CS), que se expresa en la superficie de los
esporozoitos, y la cual interactta con proteoglicanos de sulfato de heparina (HSPGS)
presentes en la membrana de los hepatocitos [31]. Durante la invasion se forman una
vacuola parasitéfora donde el parasito desarrolla ciclos rapidos de replicacion durante
un periodo de 2-10 dias (dependiendo de la especie Plasmodium) para dar lugar a
esquizontes pre-eritrociticos maduros que contienen miles de merozoitos
(~20.000/esquizontes en P. vivax).

Se ha demostrado que los merozoitos estan empaquetados dentro de vesiculas
llamadas merosomas rodeados por la membrana de los hepatocitos que protegen los
merozoitos de la fagocitosis por las células de Kupffer. EI rompimiento de los
merosomas se da probablemente por la activacidn de cisteina proteasas pertenecientes
al antigeno de repeticion serina (SERA) [33], liberando los merozoitos en el torrente
sanguineo los cuales infectan rapidamente glébulos rojos mediante la unién a
receptores especificos en la superficie de estos. La fase pre-eritrocitica es una fase
"silenciosa” [29].

Durante el ciclo de P. vivax y P. ovale, algunos de los esporozoitos pueden
permanecer latentes durante meses dentro del higado. Estas formas denominadas
hipnozoitos, se desarrollan en esquizontes después de un periodo de latencia que varia
entre un par de semanas a meses después de la infeccion sin que haya mediado una
nueva interaccion con el mosquito vector.

1.3.2 Esquizogonia eritrocitica

Los merozoitos liberados por el higado invaden los globulos rojos (GR) a través de
multiples interacciones receptor-ligando. P. vivax invade solo reticulocitos utilizando la
proteina de union a Duffy (Duffy Binding Protein - DBP) y la proteina de union a
reticulocitos (RBP). En contraste, P. falciparum utiliza vias de invasion alternativas,
altamente redundantes, que le permiten invadir eritrocitos de todas las edades. Estos
ligandos de invasién incluyen las proteinas de union a GR (EBL, erythrocyte binding-
like) similares a DPB y homologas de la proteina de enlace al reticulocito (Rh) que
reconocen receptores de GR diferentes al grupo sanguineo Duffy o los receptores de
reticulocitos [34,35].

La interaccion inicial entre el parasito y el GR estimula una "onda" rapida de
deformacion a través de la membrana de los GR, lo que lleva a la formacion de una
union estable entre el parasito y la célula hospedera. Posteriormente, el parasito se
abre camino a través de la bicapa eritrocitaria con la ayuda del motor de actina-miosina,
proteinas de la familia TRAP y aldolasa. Una vez dentro, crea una vacuola parasitéfora



para aislarse del citoplasma del GR y en la cual los parasitos se desarrollan a través de
diversos estadios: anillos, trofozoitos maduros y esquizontes [36,37].

Después de varios ciclos de replicacion, en cada esquizonte se forman entre 16-32
merozoitos que son liberados después de la ruptura de la membrana de la vacuola
parasitéfora y, posteriormente, la ruptura de la membrana de los GR. Los merozoitos
liberados invaden nuevos GR dando inicio a un nuevo ciclo eritrocitico que se repite
cada 48-72 h y que esta asociado con los sintomas clinicos de la enfermedad, estos
son mas evidentes durante la ruptura masiva de esquizontes y reinvasion de GR,
durante los cuales el parasito puede entrar en contacto con el sistema inmune e inducir
produccion de anticuerpos. El periodo de incubacion o pre-patente, desde el momento
de la picadura de un mosquito hasta que aparecen los sintomas clinicos, es
normalmente de 7 a 30 dias.

Algunos de los merozoitos se diferencian a formas sexuales o gametocitos, que
pueden ser micro (machos) o macrogametocitos (hembras). Estas formas permiten la
continuacion del ciclo biolégico del parasito al ser ingeridas de nuevo por la hembra de
Anopheles. La diferenciacion de parasitos asexuales en formas sexuales
aparentemente obedece a factores ambientales que pueden estar involucrados en la
activacion del gen de transcripcion AP2, en respuesta a cambios drasticos como
inmunidad del hospedero, hormonas y algunas farmacos antimalaricos [38].
Recientemente, se demostré que la formacion de vesiculas extracelulares estimulan el
cambio a estadios sexuales, en un proceso conocido como gametocitogénesis [39].

1.3.3 Ciclo esporogoénico

Una vez los mosquitos se alimentan de individuos infectados con Plasmodium y
portadores de gametocitos maduros, se inicia el ciclo esporogoénico. Los gametocitos
macho y hembra maduran a gametos en el lumen del intestino medio y la fertilizacién
de estos resulta en la formacion de cigotos, que se transforman en ooquinetos que
invaden y migran a través del epitelio del intestino medio, aproximadamente 18 a 36
horas después de la alimentacion. Una vez estos llegan a la lamina basal, se
transforman en ooquistes que sufren mdltiples divisiones nucleares por medio de
esporogonia. El desarrollo de los ooquistes tarda cerca de dos semanas y resulta en
miles de esporozoitos haploides que salen activamente de los ooquistes y migran a
través de la hemolinfa para invadir las glandulas salivales [40], mediante interacciones
que implican la proteina CS [41] y cambios conformacionales en la misma [42]. Los
esporozoitos pueden luego ser inyectados en un hospedero durante la préxima
alimentacion.

Con el fin de continuar su ciclo de transmision y posterior infeccién del hospedero
humano, se requiere una serie de interacciones complejas entre el parasito y el
mosquito vector. El nimero de parasitos esta limitado por varios procesos en el
mosquito que incluyen el paso del ooquineto a través del epitelio del intestino medio y
la migracion de los esporozoitos a las glandulas salivales. Se ha demostrado que el
sistema inmune innato del mosquito desempefia un papel clave en eliminar el parasito,
afectando con ello el desarrollo del mismo. Las dos ramas principales de la respuesta
inmune innata de insectos son: 1) una respuesta humoral que involucra un sistema
como el del complemento y la regulacién de la transcripcién de pequefios péptidos
cationicos antimicrobianos (AMP), asi como otros efectores inmunes; y 2) respuesta



mediada por células que incluye fagocitosis y melanizacion. Otras defensas incluyen
mecanismos mediado por oxidacion y 6xido nitrico [43].

1.4 Respuesta inmune del huésped vertebrado contra el Plasmodium

Durante las diferentes etapas de su desarrollo, Plasmodium expresa una gran
variedad de proteinas. Como resultado, la infeccidbn natural con parasitos induce
inmunidad parcial y de corta duracion que es insuficiente para proteger al individuo
contra una nueva infeccion. La compleja interaccion de esta variedad de proteinas del
parasito con el sistema inmune del hospedero también ha hecho que sea dificil hasta
ahora el desarrollo de una vacuna eficaz contra la enfermedad.

1.4.1 Inmunidad innata

La infeccion aguda por Plasmodium induce una respuesta inmune inmediata, no
especifica, que tiende a limitar la progresion de la enfermedad. Aunque los mecanismos
de esta defensa no estan bien definidos, las células Natural Killer (NK) son
consideradas como las principales promotoras de la misma [44]. Las células Natural
killer T (NKT), células dendriticas, macréfagos y linfocitos T yd también juegan un papel
en la inmunidad innata de la malaria [45,46]. Las células NK en sangre periférica
producen IFN-y en respuesta a eritrocitos infectados por Plasmodium, activando
macrofagos. Ademas, las células NK inducen la produccion de IL-8, que a su vez juega
un papel en el reclutamiento y la activacion de otras células durante la infeccion por
malaria. Las células NKT son potentes inhibidores in vitro del ciclo hepatico del parasito.

Por otra parte, existe una resistencia genética a infecciones malaricas. Estas
incluyen alteraciones en la estructura de la hemoglobina (Hb) y en enzimas, rasgos que
se encuentran a menudo presentes en zonas de alta transmisién de malaria. Por
ejemplo, individuos Duffy negativos (Fy-) se protegen naturalmente contra la infeccion
por P. vivax; la deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y la anemia
falciforme (Hb S) confieren proteccion contra malaria complicada y la mortalidad
relacionada con la enfermedad; ciertas talasemias, Hb C, y Hb E confieren proteccién
contra P. falciparum o P. vivax [47].

1.4.2 Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa contra la malaria se desarrolla después de la infeccién y su
eficacia protectora depende entre otros, de las caracteristicas del hospedero y el
namero de infecciones. Después de la infeccién con paréasitos de la malaria, una
persona no inmune comunmente desarrolla una enfermedad clinica aguda incluso con
niveles muy bajos de parasitemia y la infeccién puede progresar hasta una enfermedad
grave o la muerte. Después de un par mas de infecciones, se desarrolla inmunidad
clinica en la cual se observa disminucion de los sintomas clinicos, incluso en presencia
de altas parasitemias, adicionalmente se reduce el riesgo de malaria grave. Infecciones
frecuentes y multiples conducen lentamente al desarrollo de inmunidad anti-parasito
que se traduce en una parasitemia muy baja o indetectable, conduce a una alta
respuesta inmune, bajos niveles de parasitemia, y un estado de portador asintomatico
[47,48].

La adquisicion de inmunidad contra la malaria es especifica de especie y cepa. En
zonas con alta transmisién de malaria, la inmunidad se puede desarrollar desde
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temprana edad. En estas areas, los nifios nacidos de madres inmunes estan protegidos
contra la enfermedad durante su primer afio de vida mediante la transferencia pasiva
de anticuerpos maternos. Esta inmunidad pasiva es seguida por 1 0 2 afios de aumento
de la susceptibilidad antes de la adquisicion de inmunidad activa. Entre los 2 a 5 afios
de edad, la frecuencia de la enfermedad clinica comienza a disminuir y en la edad
adulta, la mayoria de los habitantes en general, poseen inmunidad estéril. Por otro lado,
las personas que viven en zonas endémicas de transmision baja o inestable tienden a
adquirir solamente una inmunidad parcial [47-49].

Los mecanismos de inmunidad protectora contra la malaria no estan bien definidos.
Se ha documentado la respuesta inmune contra los diversos antigenos de estadios pre-
eritrociticos (esporozoitos), eritrocitica asexual (merozoitos) y las etapas sexuales
(gametocitos) del parasito.

En lafase pre-eritrocitica, la respuesta inmune contra la malaria esta mediada tanto
por células como por anticuerpos. El primer contacto con el sistema inmune ocurre en
la piel durante la migracién del parasito al higado, donde los esporozoitos interaccionan
con macréfagos (M®s) y células dendriticas. Después, los anticuerpos tiene la
capacidad de inhibir la movilidad de los esporozoitos, la invasién de los mismos a los
hepatocitos y su posterior desarrollo intra-hepatico [50]. Sin embargo, los anticuerpos
anti-esporozoitos no son considerados el principal mecanismo efector para inducir
proteccion, y las estrategias de vacunacion deben inducir ademas respuesta celular. Se
ha observado que las citoquinas como el IFN-y producido por células T CD4 +y T CD8
+ podrian contribuir a detener el desarrollo intracelular de los esquizontes hepaticos
[51,52].

En la fase eritrocitica, los anticuerpos pueden inhibir la invasion del parasito a los
eritrocitos [53-55], mientras que en los GR, los radicales de oxigeno actian destruyendo
los parésitos intracelulares [56,57]. La capacidad protectora de los anticuerpos fue
confirmada en estudios de transferencia pasiva, donde se ha demostrado que
inmunoglobulinas de individuos clinicamente inmunes pueden conferir inmunidad
clinica a individuos expuestos al parasito [58]. Los mecanismos posibles de proteccion
incluyen: 1) Bloqueo de invasion de los merozoitos a GR; 2) liberacion inducida por
anticuerpos de sustancias parasiticidas por los monocitos; 3) Neutralizacion de
glicosilfosfatidilinositol en el parasito e inhibicion de la induccion de la cascada
inflamatoria de citoquinas; y, 4) Opzonizacion y destruccion de merozoitos y GR
infectados por células fagociticas [59]. Por otra parte, la observacién de que las células
T CD4+ pueden inhibir el crecimiento in vitro del parasito han llevado a la hip6tesis de
que estas actian de manera independiente de anticuerpo y controlando eficazmente la
densidad de parasitos [60].

1.5 Blancos para el desarrollo de vacunas contra la malaria como
estrategia de control

La investigacion y el desarrollo de vacunas durante las Ultimas tres décadas se han
basado en el principio de que existen tres momentos criticos del ciclo de Plasmodium,
durante los cuales el parasito seria particularmente susceptible a la accion de la
respuesta inmune:
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La fase pre-eritrocitica, una vacuna contra estos estadios podria prevenir la
infeccidn antes o durante la fase hepética, antes que se desarrollen las manifestaciones
clinicas de la enfermedad, por lo que seria una vacuna ideal [61]. Particularmente en el
caso de P. vivax, este tipo de vacuna disminuiria el desarrollo de recaidas por
reactivacion de los hipnozoitos, los cuales representan uno de los mayores problemas
de la malaria causada por esta especie.

En la fase eritrocitica, tienen poca probabilidad de inducir inmunidad estéril, sin
embargo se considera que tendrian el potencial de prevenir o reducir la gravedad de la
enfermedad, de tal forma que aunque el parésito logre desarrollarse en el hospedero,
éste no lo hace de manera acelerada, ni causando la sintomatologia aguda como en
una infeccién primaria.

Un tercer nivel en el cual se puede interrumpir el ciclo de vida del paréasito es la fase
esporogonica que ocurre en el intestino del mosquito. Durante esta fase es posible
interrumpir el proceso de fertilizacion y la invasion del ooquineto a las células del
intestino del mosquito, previniendo el desarrollo del parasito dentro del mosquito y por
ende su trasmision a otras personas susceptibles [62,63]. Se considera que una vacuna
que bloquee la transmisién de la malaria del humano al mosquito jugaria un papel
primordial al prevenir la propagacion de la malaria en las comunidades vacunadas [64].

A pesar que las vacunas deberan probar su eficacia individualmente, se considera
esencial enfocar esfuerzos en la generacion de formulaciones que incluyan todos los
estadios del ciclo del parasito [65]. Adicionalmente, dada la distribucién epidemiol6gica
de la malaria en el mundo, una vacuna funcional contra la misma debe incluir
componentes de por lo menos las dos especies mas abundantes, P. falciparum y P.
vivax.

Lograr este objetivo en un futuro cercano no es facil, debido al desarrollo diferencial
que han tenido las investigaciones en P. falciparum y en P. vivax, sin embargo durante
los dltimos afos la accesibilidad de los genomas de Plasmodium y los avances en las
herramientas de alto rendimiento estan permitiendo acelerar la identificacién de nuevos
antigenos candidatos a vacuna contra la malaria [66-68].

1.6 Estrategias para el descubrimiento de antigenos con potencial
para el desarrollo de vacunas

1.6.1 Estrategias clasicas

Un numero importante de vacunas de uso en humanos han sido desarrolladas
utilizando estrategias como ADN recombinante, organismos vivos, atenuados o
muertos inactivados, toxoides, entre otros. Sin embargo, el uso de estas estrategias no
ha sido funcional para enfermedades como la malaria debido a numerosos factores que
incluyen la contaminacion de la formulacién con componentes de células humanas,
pérdida de la inmunogenicidad y la dificultad logistica para su producciéon [69,70]. No
obstante, desde la década de 1970 se demostr6 que la atenuacion de parasitos
(esporozoitos) por radiacién induce proteccién estéril de manera reproducible, por tanto
se ha considerado que el uso de esporozoitos irradiados representaria una estrategia
efectiva contra la malaria [71]. El enfoque usado durante las Ultimas 2-3 décadas para
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el disefio de una vacuna contra la malaria se ha basado en la identificacion de
"subunidades” del parasito tales como antigenos completos o fragmentos de los
mismos, que han sido producidos principalmente como péptidos sintéticos y proteinas
recombinantes con el objetivo de inducir efectos antiparasitarios contra: esporozoitos,
merozoitos 0 gametocitos. La seleccion de estos antigenos candidatos a vacuna hasta
ahora se ha basado en la antigenicidad, inmunogenicidad y la accesibilidad de proteinas
del parasito.

A partir de inicios de los ochenta, la introduccion de la tecnologia del ADN
recombinante y sintesis de péptidos [72,73] asi como la disponibilidad de cultivos de P.
falciparum estimularon el descubrimiento de antigenos candidatos a vacunas.
Numerosos antigenos, particularmente de P. falciparum han sido producidos y
evaluados en estudios preclinicos en los que se ha determinado su inmunogenicidad y
la ausencia de toxicidad, condiciones esenciales para su avance a la fase de desarrollo
clinico en humanos. Este proceso ha dado lugar a las proteinas actualmente mas
avanzadas y que encuentran en fases clinica y preclinica (ver Tabla 1.1).

Se ha dado particular énfasis a la proteina CS, la cual fue identificada en la década
de 1970 en ensayos de inmunoprecipitacion usando esporozoitos purificados y
muestras de voluntarios inmunizados con esporozoitos irradiados de P. falciparum [74],
posteriormente fue clonada [75]. Actualmente ha alcanzado el maximo avance en su
desarrollo clinico y se encuentra en estudios clinicos fase lll, que han demostrado que
induce proteccion contra malaria clinica y grave en nifios de Africa [76] y por tanto es
probable que sea la primera vacuna anti-malérica en ser licenciada [77], recientemente
la EMA adoptd una opinion cientifica positiva para el uso de RTS,S y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomendd su viabilidad. Por otra parte, la proteina
homologa en P. vivax se encuentra en ensayos clinicos en Fase 1 [78,79] y Fase 2 [80].

Tabla 1.1 Descripcion de antigenos de malaria en fases avanzadas de desarrollo

Especie de Fase del Antigeno Tipo Estudios
Plasmodium parasito Clinicos
P. falciparum Pre-eritrocitico RTS,S Rec Fase Il
P. falciparum Pre-eritrocitico AMA-1 Rec Fase |
P. falciparum Eritrocitico MSP-1 Vec. Vira Fase la
P. falciparum Eritrocitico MSP-2 Rec Fase |
P. falciparum Eritrocitico MSP-3 /GLURP Rec Fase Ib
P. vivax Pre-eritrocitico CSP LSP Fase la/b
P. vivax Sexual Pvs25 Rec Fase |

RTS,S: Region repetitiva de CS, Epitopes de células T, antigeno de superficie de hepatitis B , AMA: Antigeno de
membrana apical, MSP: Proteina de superficie del merozoito, CSP: Proteina del Circumsporozoito, LSP: Péptido sintético
largo, Rec: Recombinante, Vec: vector

1.6.2 Nuevas estrategias de descubrimiento de antigenos

1.6.2.1 ldentificacién de proteinas con base en gendmica y proteémica

La disponibilidad de los genomas de P. falciparum, P. vivax y de algunas otras
especies en los Ultimos afios, asi como los avances en bioinformatica, genémica y
proteémica, estan permitiendo el desarrollo de métodos de alto rendimiento para
seleccionar, clonar/sintetizar y analizar un gran nimero de proteinas de estos parasitos,
y es probable que acelere el desarrollo de vacunas contra la malaria. Especificamente,
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los analisis protedmicos han indicado que a lo largo del ciclo de vida del parasito se
expresan al menos 5.440 proteinas en P. falciparum y 5.321 en P. vivax [81,82]. Ante
esta enorme multiplicidad de proteinas, se hace mas evidente que la inmunidad clinica
desarrollada tanto en condiciones naturales como experimentales contra la malaria
humana, es probablemente inducida por multiples componentes del parasito y, su
identificacion y andlisis, solo es posible utilizando técnicas de alto rendimiento como
transcriptomica y protedmica.

En el caso de P. vivax, de los ~5.500 genes codificados por el genoma de P. vivax
cepa Salvador 1 (Sal 1) [81], solo unos pocos han sido estudiados. Usando
microarreglos de proteinas de P. vivax se encontr6é que 10 de estas fueron ampliamente
reconocidas y ahora estan disponibles para caracterizacion adicional [67]. Otros estudio
mas reciente han permitiendo la prediccion de inmunidad contra la enfermedad
utilizando microarreglos de proteinas y el suero de los nifios expuestos de manera
natural a la malaria [85] y la identificacion de proteinas reconocidas diferencialmente
entre individuos febriles y no febriles [86].

1.6.2.2 ldentificacién de dominios de proteinas con base en bioinformatica

Adicional a la identificacibn masiva de proteinas inmunodominantes, la identificacion
directa de epitopes relevantes representa una estrategia complementaria de gran valor.
Se ha demostrado que las estructuras de dobles a-hélices contienen abundantes
epitopes B que son blanco de anticuerpos inhibidores del crecimiento de Plasmodium
[87-89] y otros agentes patdégenos [90]. La produccion de fragmentos de proteinas
conteniendo epitopes conformacionales tiene gran importancia, pero representa un
gran reto técnico de sintesis [91].

Recientemente, se han desarrollado algoritmos bioinformaticos especificos para la
seleccién de secuencias que contienen motivos de dobles a-hélices. Estos motivos
forman estructuras estables caracterizados por la presencia de repeticiones de siete
residuos de aminoéacidos (abcdefg) con residuos hidréfobos situados en las posiciones
ay d, y residuos hidrofilicos en las demas posiciones, las cuales en general son mono-
morficas y reaccionan con anticuerpos dirigidos contra la forma nativa de la proteina
(Figura 1.4).

Interacciones
iénicas

Interacciones \

hidrofébicas

Interacciones
ionicas

Figura 1.4 Representacion esquematica de motivos de dobles a-hélices. Los residuos de amino
acidos se marcan como a-g en una hélice y a’-g’ en la otra. Se muestran interacciones hidrofébicas entre a —
a',yd—d’, einteracciones idnicas entreg—e’y g’ —e.
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Con el objetivo de evaluar este tipo de dominios como potencial para el desarrollo
de vacunas, se seleccionaron y produjeron 95 fragmentos de 30-40 aminoacidos de
longitud correspondientes a proteinas de P. falciparum, que contenian motivos de
dobles a-hélices. Todos los antigenos seleccionados fueron evaluados para determinar
su antigenicidad usando un panel de sueros de donantes de zonas endémicas [68], lo
que permitié la identificacion de ~70 nuevas proteinas con una longitud que varia entre
200 a 10.000 aminoacidos. Posteriormente, se evalud la inmunogenicidad de algunos
de estos en modelos murinos [92]. Ensayos funcionales usando anticuerpos especificos
purificados, demostraron su capacidad de inhibir el desarrollo in vitro del parasito en
ensayos de inhibicion dependiente de anticuerpos (ADCI), y adicionalmente se
demostré que estas estructuras son altamente conservadas [92,93].

Péptidos de P. falciparum seleccionados con esta metodologia se encuentran ya en
etapas moderadamente avanzadas. El fragmento P181, un polipéptido multiepitopes
que contiene fragmentos de tres proteinas diferentes se evalud recientemente en
ensayos preclinicos [92]. Y actualmente, en Lausana, Suiza se adelanta un ensayo
clinico Fase 1 con el fragmento P27A de 104 aminoacidos derivado de la proteina
PFFO0165c [94].

1.7 Desarrollo de vacunas contra la malaria

Durante las dltimas 2-3 décadas se han invertido esfuerzos en el desarrollo de
vacunas contra la malaria, principalmente en las moléculas de P. falciparum. La RTS,S
basada en la proteina CS de P. falciparum, es el candidato a vacuna mas adelantado
actualmente, y adicional a esta, durante las Ultimas dos décadas, se han identificado
multiples antigenos de P. falciparum de los cuales varios se encuentran en evaluacion
clinica [95]. Sin embargo, debido al complejo ciclo de vida del parasito y a la existencia
de infecciones mixtas por P. falciparum y P. vivax, se acepta que se deberian invertir
mayores esfuerzos en P. vivax, y en desarrollar vacunas multi-especies, multi-estadio
y multi-antigeno.

Desafortunadamente, su menor prevalencia global de P. vivax [12] y la idea
equivoca que se trataba de un parasito benigno [96,97], se suman a limitaciones
técnicas y econdémicas, que han hecho que la investigacion en P. vivax haya sido
descuidada [98]. De otro lado, desde el punto de vista técnico el mayor obstaculo ha
sido la falta de un sistema de cultivo continuo in vitro, que obliga al uso de especimenes
obtenidos de pacientes en areas endémicas para la evaluacion de los candidatos a
vacuna. Solo unos pocos antigenos de P. vivax han sido caracterizados y solo dos, la
proteina CS y la Pvs25 han iniciado estudios en fase clinica [99]. Adicionalmente, en
las décadas pasadas se han identificado varios genes ort6logos de P. falciparum en P.
vivax, los cuales han sido evaluados como candidatos en estudios preclinicos. Entre
ellos se encuentran la proteina AMA-1 [100], la proteina de superficie del merozoito-1
(MSP-1) [101], y la proteina de union al grupo sanguineo Duffy (DBP) [102], entre otras
[99] que se expresan en la fase sanguinea asexual.
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1.7.1 Estructura, funcion y potencial de la proteina CS para el desarrollo de

unavacuna

La CS es una proteina que se expresa abundantemente en la superficie del
esporozoito y esta anclada a su membrana a través de ligandos glicosil-fosfatidil-inositol
(GPI). La proteina esta constituida por tres regiones claramente diferenciables: una
region central compuesta por bloques de amino 4cidos que se repiten secuencialmente
y que abarca ~50% de la proteina, y dos regiones flanqueantes en los extremos amino
(N) y carboxilo terminal (C). La region central es inmunodominante, pero presenta
polimorfismo tanto de secuencia como de tamafo, con dos fenotipos diferentes
denominados VK210 [103] y VK247 [104] ampliamente distribuidos en todo el mundo
incluyendo Colombia [105-107]. En los flancos de la proteina, se presenta menor
polimorfismo que no parece alterar los epitopes de reconocimiento antigénico [108]. Las
regiones N y C contienen segmentos cortos, con secuencias altamente conservadas
denominadas region | (85-89aa) y la Region ll-plus (338-355aa), y ambos dominios
parecen jugar un papel importante en el proceso de invasion del parasito a las células
hospederas, tanto en el mosquito como en el hospedero vertebrado [42,110,111].
Recientemente se encontré que la CS presenta dos estados conformacionales, uno
adhesivo en el cual el TSR es expuesto y uno migratorio en el cual el TSR es
enmascarado. El TSR es expuesto durante el desarrollo de los esporozoitos y en la
invasion a los hepatocitos. Entre estos dos eventos, la region N terminal enmascara el
TSR, confiriendo una conformacion de tipo migratorio [42,112]. Ademéas se ha
demostrado que la CS es proteoliticamente procesada por una cisteina proteasa del
parasito y que este procesamiento tiene lugar durante la invasion a los hepatocitos
[112]. Adicionalmente, se ha encontrado que la regién |, contiene el punto de corte
proteolitico, y se cree que la funcién de este procesamiento es la de desenmascarar el
TSR y permitir la invasion a la célula hospedera.

Como se menciono previamente, la vacuna antimalarica més avanzada esta basada
en un fragmento de la proteina CS de P. falciparum, conjugada a la proteina S del virus
de la hepatitis B y formulada en adyuvante AS01 0 AS02 de GlaxoSmithKline (GSK).
Aungue la seleccién de una molécula ortologa de la CS en P. vivax (PvCS) para el
desarrollo de una vacuna no garantiza la obtencion de resultados similares, el alto grado
de conservacion de la proteina CS a través de las diferentes especies de Plasmodium,
la conservacién de sus funciones, vy los resultados previos obtenidos por nuestro grupo
sobre su inmunogenicidad en animales y humanos, vy la capacidad de los anticuerpos
inducidos para bloquear la invasiéon del parasito in vitro, respaldan el gran potencial de
esta molécula como vacuna.

1.7.2 Estudios previos sobre la CS de P. vivax y su potencial como vacuna

La PvCS fue originalmente propuesta como candidata a vacuna en 1987 por un
grupo de la Universidad de Nueva York. Ellos produjeron una proteina recombinante
(rPVCS-1) que fue utilizada en ensayos clinicos fase 1, en los cuales se encontré que
la respuesta inmune inducida por esta no era suficiente para su desarrollo como vacuna
[118]. Otra proteina recombinante de la CS de P. vivax (VMP0O01) que contiene las dos
variantes VK210 (Corea del Sur tipo ) y VK247 en su regién central, fue producida en
Escherichia coli por el grupo del Instituto Walter Reed (WRAIR) de Washington
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[119,120]. Diferentes formulaciones de esta proteina recombinante han mostrado ser
altamente inmunogénicas en ratones [119,121] y en monos [122,123]. Recientemente,
se reportd una eficacia protectora de 67% en monos Rhesus [124] sin embargo, no se
observo proteccion en humanos [80].

1.7.3 Estudios en Colombia

Durante los ultimos afios el Instituto de Inmunologia de la Universidad del Valle
(IDIV) y el Centro Internacional de Vacunas (CIV) de Cali (Colombia) han concentrado
esfuerzos en la caracterizacion inmunologica de la proteina PvCS con el objetivo de
disefiar una vacuna de primera generacion contra la malaria por P. vivax [125].
Inicialmente se utilizaron péptidos sintéticos para identificar epitopes T ayudadores
(Th), epitopes de células B [126] y epitopes T citoliticos (CTL) en la proteina CS de P.
vivax [127]. Posteriormente se produjeron tres péptidos sintéticos largos (LSP) (Figura
1.6) correspondientes a las regiones N-terminal, C-terminal y a la region central
repetitiva del fenotipo VK210. Con estos péptidos se evalud la antigenicidad de los
mismos en humanos y la inmunogenicidad en primates no-humanos [128] y
posteriormente en ensayos clinicos en fase |, en los que se observé que la vacuna fue
bien tolerada y no se reportaron eventos adversos graves. Los péptidos N y R indujeron
una mayor respuesta humoral que el péptido C. Los anticuerpos generados contra los
tres péptidos reconocieron esporozoitos de P. vivax por IFl y las PBMC de la mayoria
de los voluntarios inmunizados también produjeron IFN-y tras la estimulacion in vitro
con los péptidos [78] [79].

RI Repeat RII
NH, | [ COOH
p 11
N C
aa 20 - 96 aa 301 - 372
R
ptt 30

FNNFTVSFWKRVPKVSAAHLW
aa 96-104

Figura 1.5 Representacién esquematica de la PvCS. Se indica la localizacién de los tres
péptidos largos disefiados en la primera generacion de la vacuna.

Actualmente se esta adelantando un ensayo clinico fase Il para evaluar la eficacia
protectora de la vacuna PvCS-LSP en voluntarios naive y previamente expuestos a
malaria.

1.8 Uso de péptidos sintéticos para el desarrollo de vacunas

Las principales razones para utilizar la estrategia de péptidos sintéticos se basan en
la versatilidad y la rapidez para la produccion de pequefias proteinas o polipéptidos
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largos que se obtienen con alta pureza, en los que la contaminacion por proteinas
extrafias es muy baja, los procesos son reproducibles y es posible obtener productos
de alta calidad con las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) requeridas para
aplicacion a voluntarios humanos en ensayos clinicos. Estos productos son estables en
agua a temperaturas entre 4°C y 37°C por largos periodos de tiempo. Adicionalmente,
en la actualidad hay una mayor disponibilidad de reactivos especiales requeridos para
la sintesis, esto sumado al desarrollo de equipos de mayor rendimiento ha hecho que
la sintesis de péptidos sea aln mas atractiva y econémica. Ahora es posible producir
de forma rutinaria, reproducible y en corto tiempo, polipéptidos con longitudes de mas
de 100 aminoacidos, lo que ha permitido acelerar el descubrimiento de antigenos y la
rapida evaluacion de estos como vacunas en estudios pre-clinicos y clinicos [129]. Se
ha demostrado que estos productos inducen una fuerte respuesta inmune, en animales
y humanos, y que anticuerpos especificos contra estos polipéptidos reconocen las
proteinas nativas. Por otra parte, es posible unir fragmentos de péptidos que contienen
epitopes especificos de células T y células B de manera co-lineal en una cadena
peptidica larga con espaciadores no inmunogénicos para evitar la formacion de neo-
epitopes.

1.9 Objetivos del estudio

Este trabajo se enmarca dentro de un programa de investigacién dirigido al
desarrollo de una vacuna contra P. vivax. Teniendo en cuenta el desarrollo diferencial
gue han tenido las investigaciones en P. falciparum y en P. vivax, y tomando ventaja de
la accesibilidad de los genomas de Plasmodium y los avances en las herramientas de
alto rendimiento, nos propusimos trabajar en la identificacion de nuevos antigenos
candidatos a vacuna contra la malaria. Adicionalmente, se propuso estudiar la proteina
del circumsporozoito, el antigeno mas avanzado en sus pruebas como vacuna, con la
gue se han confirmado la tolerancia, seguridad e inmunogenicidad en voluntarios naive
de la ciudad de Cali, con el fin de disefiar un antigeno de segunda generacion, que
contenga en un solo antigeno los epitopes mas relevantes de la proteina.

1.9.1 Objetivo general

Identificar moléculas de estadios pre-eritrociticos y eritrociticos asexuales de P.
vivax que puedan ser propuestas como candidatas para el desarrollo de vacunas.

1.9.2 Objetivos especificos
1. Avanzar en la caracterizacién funcional de la proteina PvCS para formular una
vacuna de segunda generacion.

2. Producir y evaluar la antigenicidad e inmunogenicidad en ratones del antigeno de
segunda generacion.

3. Evaluar la inmunogenicidad de la nueva proteina en primates no humanos.

4. Identificar moléculas de estadios eritrociticos con potencial para su estudio como
candidatos a vacunas.
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2. CAPITULO I CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA
PROTEINA DEL CIRCUMSPOROZOITO (CS) DE P. vivax

Durante los ultimos afios se han invertido esfuerzos en el desarrollo de una vacuna
de estadios pre-eritrociticos basada en la proteina del CS de P. vivax. Inicialmente se
realizd una caracterizacion inmunologica de la proteina donde se identificaron epitopes
B, Th y TCD8+ con base en los cuales se disefiaron tres péptidos sintéticos con los
cuales se adelantaron estudios preclinicos en primates y posteriormente se
desarrollaron dos ensayos clinicos en fase 1, en los que se demostro la seguridad e
inmunogenicidad de la vacuna. Mas recientemente se evalud su eficacia protectora en
ensayos en fase 2. Sin embargo, se ha demostrado que la proteina CS es dimoérfica en
su dominio central repetitivo, con variantes denominadas VK210 y VK247 que se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza de las cuales solamente la
variante VK210 esta incluida en la primera generacion de vacuna CS desarrollada en
Cali. Aunque las formulaciones de la PvCS descritas previamente han demostrado ser
seguras, bien toleradas y altamente inmunogénicas, nos propusimos desarrollar
formulaciones alternativas que contengan epitopes criticos de la proteina en una sola
molécula, lo cual permita prever que tendra una cobertura potencial mayor y ademas
permita una produccién mas facil y econdmica. En este capitulo se describe la
caracterizacion de la proteina para definir regiones que seran incluidas en este nuevo
constructo.

2.1. Objetivos
2.1.1 Objetivo General
Avanzar en la caracterizacion funcional de la proteina del circumsporozoito (CS) de

P. vivax (Pv) para formular una vacuna de segunda generacion.

La hipétesis trabajo fue la identificacién de epitopes antigénicos y funcionales en la
proteina PvCS permitira el disefio de una vacuna de segunda generacién basada en
esta proteina.

2.1.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar inmunoldégicamente la proteina CS de P. vivax.

Hipotesis: 1. Es posible identificar epitopes antigénicos de la proteina usando
muestras de individuos de areas endémicas para malaria. 2. Existen diferencias en la
reactividad de estos epitopes cuando se evallan muestras provenientes de zonas de
baja y alta transmision.

2. Evaluar funcionalmente anticuerpos dirigidos contra diferentes
fragmentos de la proteina.

Hipétesis: anticuerpos dirigidos contra fragmentos antigénicos la regiéon RI de la
proteina CS tienen la capacidad de inhibir el desarrollo del parasito in vitro.
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2.2 Disefio Experimental

Primero se adelantd un estudio descriptivo de corte transversal para evaluar la
reactividad de péptidos que corresponden a fragmentos de la proteina CS de P. vivax,
con muestras obtenidas de individuos de areas endémicas para malaria de Colombia y
Papua Nueva Guinea (PNG) y se compard la respuesta obtenida en voluntarios
inmunizados con LSP en ensayos clinicos fase Ib. Posteriormente, se evalud la
funcionalidad de anticuerpos dirigidos contra diferentes subfragmentos de la proteina
mediante ensayos de IFA, ELISAS de competencia e inhibicibn de invasion de
esporozoitos a células hepaticas (I1SI).

2.3 Materiales y Métodos
2.3.1 Muestras de plasma humano

Para evaluar la antigenicidad de los péptidos se usaron muestras de plasma de
adultos residentes en areas endémicas para malaria de Colombia y PNG. Como
controles negativos se usaron muestras de individuos sin antecedentes de malaria
procedentes de una zona no endémica (Suiza). Las muestras de plasma de PNG (n=42)
se colectaron durante un estudio de corte transversal descrito previamente [130]
realizado en el Distrito de Maprik en la Provincia del este de Sepik, una region de alta
transmision de malaria. Las muestras colombianas (n=32) fueron colectadas en
Buenaventura (La Delfina, Punta Soldado y Zacarias), una zona endémica con baja
transmision de malaria. El aval ético para este estudio se obtuvo de la Comisién Médica
de Asesores de Investigacion en PNG y del Comité de Etica del Centro Internacional de
Vacunas (CECIV) para las muestras de Colombia. Adicionalmente, se usaron muestras
de plasmas de ensayos clinicos en fase 1b, de voluntarios inmunizados con la mezcla
de péptidos PvCS- LSP formulada en dos adyuvantes Montanide ISA 51 y Montanide
720 [79]. Antes de la toma de muestra, a todos los individuos se les solicito leer y firmar
un consentimiento informado. Posteriormente, a cada donante se le extrajo un volumen
de 20 mL de sangre por puncion venosa en tubos con EDTA.

2.3.2 Produccién de péptidos sintéticos

Se produjeron un total de 40 péptidos, 38 correspondientes a fragmentos cortos de
~20 residuos y que comprenden las regiones amino terminal (n=9), repetitiva (n=7), RI
(n=14) y carboxilo terminal (n=8) (Ver Anexo 1), adicionalmente se produjeron dos
péptidos largos que comprendes las regiones amino (MR294) y amino + central
repetitiva (LR263) (Figura 2.1). Todos los péptidos se sintetizaron usando la estrategia
de fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) en fase solida [131]. Los péptidos cortos (ver Anexo
1) se sintetizaron en un instrumento de Bioanalitica (Intavis AG). Los péptidos largos
(LR263B y MR294) (ver tabla 1) se construyeron utilizando un sintetizador de péptidos
(Applied Biosystem 431A) equipado con un sistema de control UV para seguimiento de
la desproteccién del grupo Fmoc. Brevemente, todos los péptidos fueron preparados
sobre una resina Tentagel a una escala de 0.15 mmol. La sintesis fue realizada con un
exceso de 5 veces de cada derivado de aminoacido-Fmoc, usando diisopropil
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carbodiimida e hidroxibenzotriazol como agentes activadores para el paso de
acoplamiento. Los péptidos se prepararon efectuando un solo paso de acoplamiento
(para los péptidos largos) y doble acople (para los péptidos cortos) para cada
aminoacido. Los péptidos crudos se obtuvieron por tratamiento del péptido-resina con
TFA y por precipitacion con éter frio seguido por liofilizacién.

RI RII

Central

NH, = l— COOH

N-terminal RI VK210 VK247
— — LR263B

N-terminal
I MR294

Figura 2.1. Representacion esquematica de los péptidos LR263B y MR294

Los péptidos largos liofilizados se purificaron por cromatografia G50. Brevemente,
las muestras se cargaron en la columna a una concentracion de 15 mg/mL en un
volumen de 10 mL de acido acético, a un flujo de 15 mL/h. A continuacién, los péptidos
resultantes fueron purificados por cromatografia en fase reversa (RP-HPLC: Reverse
Phase High Performance Liquid Chromatography, por sus siglas en inglés) semi-
preparativa usando una columna C8 y la pureza (> 80%) se confirmé por RP-HPLC
analitica usando columna C18 y espectrometria de masas (MALDI - TOF; Applied
Biosystem).

2.3.3 Purificacion de anticuerpos

Anticuerpos IgG especificos contra LR263B y MR294 y fragmentos cortos (P8, P9y
P40) se purificaron de un grupo de plasmas (50 mL) obtenidos de adultos de areas
endémicas de PNG. El grupo de plasmas se centrifug6 a 3000 rpm por 5 min, se diluy6
1:5 en PBS/0,5 M NaCl y se filtro a través de una membrana de 0,22 um.
Posteriormente, 4 mg de cada péptido fueron acoplados a Sepharosa 4B CNBr-
activada (Amersham Biosciences, Biudendorf, Switzerland) por 1 h a temperatura
ambiente. La solucién de plasma se mezcl6 con el antigeno acoplado a la sefarosa y
se agité a 4°C durante toda la noche. La solucion se centrifugé a 3000 rpm por 20 min
y la sefarosa se lavé dos veces, primero con 5 mL de Tris 20 mM /NaCl 0,5 M y luego
con Tris 20 mM. Los anticuerpos especificos se eluyeron con glicina 0.1 M pH 2,5 a
temperatura ambiente. Se colectaron seis fracciones en 100 pL de solucién de
neutralizacién (Tris 2,5 M, pH 8.0). Los anticuerpos se filtraron a través de una
membrana de 0,22 um y las alicuotas fueron almacenaron a —80 °C hasta su uso. La
concentracion de IgG se determind por la absorbancia de cada fraccién a 280 nm. La
especificidad de los anticuerpos se evaluo6 por ELISA.
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2.3.4 Evaluacién de anticuerpos

ELISA

La respuesta de anticuerpos se evalué por ELISA usando como antigenos los
péptidos cortos (5 pg/mL) o los péptidos largos (1 pg/mL), como se describio
previamente [126]. Placas de 96 pozos (Nunc-Immuno Plate, Maxisorp, Roskilde,
Denmark), se sensibilizaron durante la noche a 4°C con el antigeno correspondiente.
Al dia siguiente las placas se bloquearon por 2 h con leche descremada 5% en PBS
1x/Tween 0,05% (PBS-T). Después del tiempo de incubacion, las placas se lavaron con
PBS-T (4x) y se incubo por 1h con la solucion de plasma o anticuerpos, preparada a
una dilucion de 1:200 en leche descremada 2,5% en PBS-T. Se us6 como anticuerpo
secundario 1gG anti-humano producido en cabra, marcado con fosfatasa alcalina a una
dilucion de 1:1000 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO). La reaccion final se leyé a 405
nm en un lector de ELISA (Epoch, Winooski, VT).

IFAT

La reactividad de anticuerpos anti-CS contra la proteina nativa se determino por IFA
usando esporozoitos de P. vivax producidos en la colonia de An. albimanus en Cali
[132]. Brevemente, laminas con muestras del parasito se incubaron con los anticuerpos
purificados a una dilucién de 1:100. Esta reaccion se reveld con anticuerpo anti-humano
conjugado con fluoresceina (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Baltimore,
MD) diluido a 1:1000. Las laminas fueron montadas con glicerol 30% y se examinaron
bajo un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse).

2.3.5 Ensayos de ELISA de competencia

La reactividad de los anticuerpos purificados humanos especificos contra los
diferentes péptidos cortos constituyentes se determind mediante un ensayo ELISA de
competicion. La placa se cubrié con el péptido a evaluar (P9 péptido que contiene la
region RI) a una concentracion de 5 pg/mL. Posteriormente los plasmas a evaluar se
incubaron con los antigenos competidores (péptidos traslapados que contienen las
regiones RI y central), a diluciones seriadas empezando en 1 mg/mL, a temperatura
ambiente, 30 min antes de adicionarlos a las placas de ELISA. La ELISA se continud
como se describe en la seccion 2.3.3.

2.3.6 Ensayos de inhibicién de invasion de esporozoitos

Los anticuerpos purificados especificos contra LR263B y MR294 y contra los
péptidos P8, P9 y P40 se evaluaron para determinar la capacidad de estos para inhibir
in vitro la invasion de esporozoitos de P. vivax a células Huh 7.5v. Las células se
suspendieron en medio DMEM (Gibco, Grand Island, NY) y se sembraron en cajas
Labtek de 8 pozos (NUNC, Rochester, NY) a una densidad de 8 x 104 células/0,3 mL
de medio DMEM que se suplemento6 con L-glutamina, penicilina/estreptomicina (Gibco
BRL, Francia) y suero fetal bovino (SFB). Los cultivos se incubaron por 24 h a 37°C en
atmosfera de CO; al 5%. Luego se adicionaron 100 uL de medio conteniendo 3x10*
esporozoitos de P. vivax recién extraidos de mosquitos. A continuacién, se adicionaron
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100 pL por duplicado del anticuerpo respectivo a una concentracion final de 100 ug/mL.
Se permitidé a los esporozoitos invadir las células hepéticas por 3 h, después de
transcurrido este tiempo se cambio el medio y se permitié el desarrollo de formas
Exoeritrociticas (EEF) por tres dias, después de este tiempo las células se lavaron y
fijaron con metanol frio. Se realizé inmunotincién usando anticuerpos murinos dirigidos
contra la proteina HSP70 del parasito y el anticuerpo secundario fue anti-raton
producido en cabra marcado con Alexa Fluor 488 (Sigma), preparado a una dilucién de
1:500 en azul de Evans (1:50.000). Las laminas fueron observadas usando un
microscopio de epifluorescencia (Eclipse 50; Nikon, Avon, MA). Para las IgG anti
LR263B y MR294 se utilizaron diluciones seriadas (0,4 ug/mL a 100 ug/mL). Cada
experimento se realizdé en dos dias diferentes con resultados similares. El porcentaje
de inhibicion de la invasion se calculé usando la férmula: ([numero medio de
esquizontes en el control negativo — el nimero medio de esquizontes de la
muestra/media de nimero de esquizontes del control negativo] x 100). Como control
negativo se us6 medio de cultivo y como control positivo se usé un grupo de plasmas
de voluntarios inmunizados con la CS en ensayos clinicos [79].

2.3.7 Anélisis estadisticos

Los puntos de corte en ELISA se calcularon como la media de la densidad 6ptica
(DO) mas tres desviaciones estandar de un grupo de plasma de individuos de Suiza,
sin experiencia previa a malaria, controles negativos. Como control positivo se us6 un
grupo de plasma de individuos vacunados con la proteina CS en ensayos clinicos en
fase | [79]. Los porcentajes de inhibicion se muestran como la media + desviacion
estandar (SD) de dos pozos. Se uso la prueba exacta de Fisher (tablas de contingencia
2x2) para comparar las diferencias en la seroprevalencia entre los grupos. Ademas, la
capacidad de inhibir la invasion de esporozoitos de P. vivax a las células de hepatoma
in vitro por anticuerpos contra LR263B y MR294 se comparé mediante la prueba de
Mann-Whitney. Un valor de p <0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Los
datos se analizaron y se representaron usando software GraphPad Prism (version 5.01;
GraphPad Software Inc, San Diego, California, EE.UU.).

2.4 Resultados
2.4.1 Caracterizacion de la respuesta inmune humoral de la proteina CS

Evaluacion de epitopes B presentes en la proteina PvCS

Se evaluaron un total de 40 péptidos cortos traslapados contra muestras de plasma
de areas endémicas de PNG (n=42) y Colombia (n=32). En general, los plasmas de
PNG presentaron un mayor porcentaje de respondedores contra la mayoria de los
péptidos. Los péptidos correspondientes a la region central repetitiva (Figura 2.2), asi
como los péptidos representados por la region RI (Figura 2.2) fueron los mas
antigénicos.
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Figura 2.2 Niumero de respondedores contra las dos variantes de la region central repetitiva de la
proteina PvCS

Todos los péptidos de las regiones flanqueantes de la PvCS fueron reconocidos por
muestras de PNG con una prevalencia mayor a 30%, con excepcion del péptido P4 de
la region N-terminal (5%). Los péptidos mas frecuentemente reconocidos fueron: P2,
P3, P8, P9y P10 de la N-terminal y los péptidos P18, P21, P22 y P24 de la C-terminal.
En contraste, los plasmas de Colombia reconocieron con mayor frecuencia los péptidos
P5, P7 y P9 de la regién N terminal y el P24 de la C terminal (Figura 2.3).
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X B PNG
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P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P18 P19 P20 P21 P22 P23 P24 P25
Peptides N Peptides C

Figura 2.3 Nimero de respondedores contra péptidos de las regiones amino y carboxilo de la PvCS

Los mismos plasmas fueron evaluados usando péptidos relacionados con la region
Rl que ademas contienen algunos amino acidos de la dos variantes de la region
repetitiva de la PvCS. En general, los plasmas de PNG reconocieron los fragmentos
que contienen la VK210 como la VK247, con prevalencia en los primeros. En contraste,
los plasmas de Colombia reconocieron principalmente los péptidos P9, P39 y P40
(Figura 2.4).
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Figura 2.4 Numero de respondedores contra los péptidos de las dos variantes de la region
Rl de la proteina PvCS

Una respuesta similar se observo con LR263B, un polipéptido hibrido que consiste
en la region Rl y las dos variantes repetitivas, y con MR294, que corresponde a un
fragmento de la region N sin Rl (Tabla 2.1).

Adicionalmente, se evaluaron muestras de plasma de voluntarios humanos
inmunizados con péptidos sintéticos largos (PSL) de la proteina PvCS para determinar
su reactividad con los péptidos traslapados mediante la técnica de ELISA. En total se
evaluaron 18 péptidos correspondientes a las regiones N y C de la proteina contra 14
plasmas de voluntarios participantes en ensayos clinicos fase 1b quienes fueron
inmunizados con 100 pg de cada péptido (N, R y C) formulado en Montanide ISA 720 o
ISA 51. La mayor respuesta se observo contra los péptidos P3, P7, P8 y P9 de la region
N terminal; y P24 y P25 de la C terminal (Figura 2.5). La prevalencia de respondedores
fue significativamente mayor en los individuos inmunizados con los PSL formulados en
Montanide ISA 51 en comparacion con aquellos en los que se us6 Montanide ISA 720.
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Figura 2.5 NUumero de respondedores contra péptidos de las regiones amino y carboxilo terminal con
plasmas de voluntarios inmunizados con PvCS-LSP formulado en Montanide ISA 720 y Montanide ISA
51.
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Tabla 2.1 Prevalencia de anticuerpos contra péptidos sintéticos derivados de la PvCS en muestras de Colombiay

PNG

1Cabdigo del péptido

2Seroprevalencia: corresponde al nimero y porcentaje de voluntarios positivos.

3Porcentaje de voluntarios con indice de reactividad > 2, se considera que tienen titulos de anticuerpos> 1: 200.

PNG COLOMBIA
(n =42) (n=32)
i .
Péptido Secuencia N ” IR>2 56 media " Ratio DO
(%)3 (9%0)3 media
LR 263B GDAKKKKDGK KAEPKNPREN KLKQPGANGA
GNQPGANGAG NQPGANGAGN QPGGDRADGQ 80 81 57 0,50 24 14 0,23
PAGDRADGQP AGDRADGQPA
MR294 THCGHNVDLS KAINLNGVNF NNVDASSLGA
AHVGQSASRG RGLGENPDDE EGDAKKKKDG K 61 78 58 0,17 30 19 0,102
VK247 ANGAGNQPG ANGAGNQPG ANGAGNQPG 97 67 45 0,30 14 5 0.19
VK210 GDRADGQPA GDRADGQPA GDRADGQPA 27 71 26 0,18 9 0 0.15
P8 GDAKKKKDGK KAEPKNPREN 20 76 60 018 6 6 0.15
P10.2 KLKQPGDRAD GQPAGDRADG 20 76 63 0.37 6 6 0.22
MI21-P2 GKKAEPKNPREN KLKQPG ANGAG 23 36 31 0.43 20 10 0.26
MI21-P3 GKKAEPKNPREN KLKQPG GDRAD 23 26 17 0,29 12 11 0.32
MI21-P4 GKKAEPKNPREN KLKQPG AN 20 12 10 0,27 21 17 0.39
MI21-P5 GKKAEPKNPREN KLKQPG GD 20 19 10 0,22 19 8 0.36
MI24-P10  NPREN KLKQPG 11 10 5 0,21 33 0 0,29
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2.4.2 Actividad funcional de anticuerpos

Ensayos de competencia

Teniendo en cuenta que la regién RI parece estar involucrada en el proceso de
invasion de los esporozoitos a los hepatocitos y la alta respuesta antigénica a esta
region cuando se evalla contra plasmas de PNG y Colombia, se realizaron ensayos de
competencia usando un grupo de plasmas de individuos de Colombia, para determinar
la region especifica contra la cual se dirigen los anticuerpos y el fragmento mas
importante para ser incluido en una vacuna de segunda generacion.

En un primer ensayo las placas se cubrieron con los péptidos P9 y P40; los péptidos
competidores fueron P8, P9, P10, P39, P40, P41, P42 y P43 (Figura 2.6). Cuando la
placa se cubrié con el péptido P9 (Figura 2.6 A) se observé una inhibicién cercana al
100% con los péptidos P9 y P10. Los péptidos P40 y P43 presentaron una inhibicién
cercana al 100% a dosis altas; los péptidos P39, P41y P42 inhiben un 90% a las dosis
mas altas, mientras que el péptido P8 no compite contra el P9. Un resultado similar se
observo cuando se evalu6 el péptido P40 (homélogo de P9 para VK247) (Figura 2.6 B),
con los péptidos P9 y P10 como los mejores competidores.

120 120

——p8

—=—P9
P10
P39

% de inhibicion
% de inhibicion

——P40
—o—P41
P42
P43

0,0000001 0,000001 0,00001 0,0001 0,001 0,0000001 0,000001 0,00001 0,0001 0,001
Log competitor peptide concentration [mol/I] Log competitor peptide concentration [mol/I]

Caédigo Secuencia
P8 GDAKKKKDGKKAEPKNPREN
P9 KAEPKNPRENKLKQPGDRAD VK210
P10 KLKQPGDRADGQPAGDRADG
P39 KAEPKNPRENKLKQPEDGAG
P49 KAEPKNPRENKLKQPGENGA
P41 KLKQPEDGAGNQPGANGAGN VK247
P42 KLKQPEDGAGDQPGANGAGN
P43 KLKQPGENGAGDQPGANGAG

Figura 2.6. Ensayo de ELISA de competencia. Las placas se cubrieron con los péptidos A. P9y B.
P40

Se realizaron experimentos adicionales con el objetivo de evaluar la competencia
de los péptidos de la regidn repetitiva contra los péptidos de la region RI. Al evaluar los
péptidos P11y P32 se observo que la region central repetitiva no compite con el péptido
P9 (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Ensayo de ELISA de competencia. Las placas se cubrieron con el péptido P9

Finalmente para hacer un analisis mas fino de la region sobre la cual se dirigen los
anticuerpos se realizé un experimento usando como competidores tres péptidos
simultaneamente, el primero incluye una secuencia que incluye la region Rl (MI23P9:
GKKAEPKNPRENKLKQPG), el segundo incluye la region Rl y cinco amino acidos de
la region N (MI23 P10: NPRENKLKQPG) y finalmente se usé como competidor un
péptido homologo al P9 correspondiente a la secuencia de la CS de P. berghei (MI26
P1: NEKKNEKIER NNKLKQPPPPPN). En la Figura 2.8 se puede observar que el
péptidos MI23 P9 y un fragmento tan corto como el MI23 P10 inhiben un 80% a
concentraciones altas mientras el péptido homélogo de P. berghei no compite contra el
P9. Estos resultados demuestran que los anticuerpos contra P9 estan dirigidos hacia la
region | (KLKQPG) con participacion de algunos aminos acidos de la regién amino
terminal (NPRENKLKQPG).

120
100

80

5 Cadigo Secuencia
:;E 60 P9 KAEPKNPRENKLKQPGDRAD
‘\E “ MI23 P9 GKKAEPKNPRENKLKQPG
MI23 P10 NPRENKLKQPG
2 MI26 P1 Pb NEKKNEKIERNNKLKQPPPPPN

o ==
2,5E-09 2,5E-08 2,5€-07 2,5E-06 2,5E-05 0,00025

Log competitor peptide concentration [mol/I]

P9 MI23P9 MI23 P10 MI26 P1Pb

Figura 2.8. Ensayo de ELISA de competencia. Las placas se cubrieron con el péptido P9

Evaluacién de anticuerpos purificados

Se purificaron anticuerpos de humanos especificos contra los péptidos P8, P9y
P40, todos relacionados con la regiéon RI, a partir de un grupo de plasmas de
individuos de Buenaventura, Colombia. La reactividad de estos anticuerpos con el
péptido correspondiente se determind por ELISA. Como se observa en la Tabla 2.2,
los anticuerpos reaccionaron con sus antigenos correspondientes a concentraciones
variables en un rango entre 0,1 a 0,3 ug/mL. Los anticuerpos purificados también
reconocieron la proteina nativa en esporozoitos de P. vivax en ensayos de IFA a
concentraciones entre 5y 15 ug/mL.
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Adicionalmente, la funcionalidad de estos anticuerpos se evalud in vitro en ensayos
de ISI. Aunque todos los anticuerpos evaluados inhibieron la invasion de esporozoitos
de P. vivax a hepatocitos, los anticuerpos anti-P9 y anti-P40 mostraron una mayor
inhibicion (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Respuesta inmune humoral y actividad funcional de anticuerpos especificos
purificados contra antigenos de la regién Rl de la proteina PvCS

Antigeno ELISA (ug/mL)  2IFAT (ug/mL) ISI (%)
P8 0.3 15 a4
P9 0.1 5 69
P40 0.2 5 63

1Concentracion de anticuerpos en pug/mL que muestra reactividad con el antigeno respectivo.
2Concentracion de anticuerpo en pg/mL que muestra reactividad con el parasito.
3Porcentaje de inhibicién en ensayos de Inhibicion de invasion de esporozoitos a células hepaticas
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ntration (ug/m)
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Figura 2.9. Inhibicién in vitro de lainvasién de esporozoitos de IgG humana purificada especifica para
A-B. anti-LR263B, C-D anti-MR294, E. I1gG purificada de individuos no inmunes. En A 'y C se expresa el
porcentaje de inhibicion, en By D se expresa el nimero de parasitos. El modelo de regresioén logistica no lineal
muestras una relacion directa dosis-respuesta directa R? = 0.708 para LR263B y R? = 0,8914 para MR294.
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Se observo ademas que los anticuerpos humanos purificados especificos contra el
polipéptido LR263B, a una concentracion de 1gG de 50 pg/mL, inhiben casi
completamente (> 90%) la invasion de esporozoitos al hepatocito (Figura 2.9 A 'y B).
Mientras que a la misma concentracion, la inhibicion de los anticuerpos contra MR294
es ~70% (Figura 2.9 C y D). En ambos casos, la inhibicién fue dependiente de la dosis
de anticuerpo. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre ambos
anticuerpos a ninguna de las concentraciones evaluadas (p = 0,198). El porcentaje de
inhibicion de 1IgG humana purificada a partir de individuos no inmunes para malaria fue
<20% para todas las concentraciones evaluadas (Figura 2.9 E).

2.5 Discusion

En general se observo mayor reactividad contra diversos péptidos con muestras de
individuos de PNG que con las obtenidas en Colombia. Esto se explica por las
diferencias en la endemicidad de P. vivax en estas regiones, siendo PNG una zona
altamente endémica para esta especie [133], mientras que Buenaventura (Colombia)
tiene una baja transmisién de malaria, con muy poca variacion estacional, alli ~70% de
los casos son causados por P. vivax [13].El hecho que los péptidos correspondientes a
las regiones N-terminal y central repetitiva fueron méas frecuentemente reconocidos que
la region C-terminal, puede ser explicado por estudios previos que demuestran que la
region C-terminal estd enmascarada por la region N-terminal durante el proceso de
migracion de los esporozoitos desde la piel a los hepatocitos, y es expuesto al sistema
inmune justo antes de la invasion de dichas células [42,112], dejando muy poco espacio
de tiempo para inducir una respuesta inmune contra esta region de la proteina. Por otra
parte, la menor antigenicidad encontrada para los péptidos relacionadas con VK247 es
desconcertante, sin embargo, previamente se habia observado que en regiones
endémicas de Colombia, donde VK247 es el fenotipo predominante [105,108], los
anticuerpos contra la region VK210 son mas frecuentemente observados, indicando tal
vez, una mayor inmunogenicidad de este ultimo.

Con base en la hipétesis de que los anticuerpos dirigidos contra la regiéon RI serian
capaces de bloquear la invasion de células hepaticas mediante la prevencion de la
escision proteolitica de la proteina CS en esta region, decidimos identificar el epitope
minimo de células B en este fragmento de la proteina, es decir la secuencia de amino
acidos mas corta en ser reconocida por anticuerpos anti-CS en esta region.
Interesantemente, encontramos que los anticuerpos humanos se dirigieron
principalmente contra la regién Rl “ampliada” (NPREN KLKQPG), que incluye
aminoéacidos tanto de la region amino como de la region repetitiva. Adicionalmente, se
demostré que anticuerpos humanos especificos contra esta region de la proteina,
purificados por afinidad, inhiben la invasion del parasito al hepatocito, lo cual parece ser
mayor con anticuerpos dirigidos contra un polipéptido que contiene la region RI
representado con el polipéptido LR263B que con anticuerpos contra la regibn amino
terminal. Esta respuesta inmune especifica probablemente contribuye a la proteccion
en &reas donde la malaria es endémica. La reactividad y potencial asociacion con
proteccién de estos anticuerpos es muy importante ya que se habia hipotetizado que
estos anticuerpos podrian inhibir la escisién proteolitica de la proteina CS, un requisito
clave para la invasion del paréasito a los hepatocitos [112,134].
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Este estudio, permitio confirmar que en zonas de alta transmision de malaria, se
observa una respuesta de anticuerpos significativamente alta contra la proteina CS, y
que esta respuesta esta dirigida principalmente contra las regiones amino terminal, y
central repetitiva. Pero ademas se observod, que anticuerpos dirigidos contra una region
que incluye la Rl y parte de la region central repetitiva, esta asociada con proteccion in
vitro. Teniendo en cuenta las observaciones de este primer estudio, y otras previamente
publicados [126,127,135], se propuso como siguiente paso la produccion de un
antigeno quimérico que incluye en un solo constructo las regiones Rl y las dos regiones
centrales repetitivas (VK210 y VK247). Adicionalmente, se propuso incluir la regién C-
terminal teniendo en cuenta la importancia que tiene la respuesta de células T
ayudadoras y T citotdxicas contra esta region [51,52] en la inhibicién del desarrollo de
formas EE del parasito [127].
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3. CAPITULO I PRODUCCION Y EVALUACION DE UN
ANTIGENO DE SEGUNDA GENERACION.

Con los resultados descritos en el capitulo anterior, decidimos disefiar un antigeno
que contenga las dos variantes repetitivas centrales de la proteina; la region C terminal,
por su importancia en la induccion de respuesta celular; y la regioén RI, por su papel en
la induccién de anticuerpos con capacidad de inhibir la invasion de los esporozoitos a
los hepatocitos. En este capitulo se describe la produccién de un nuevo antigeno
basado en la proteina CS (PvCS-NRC), la caracterizacion antigénica del mismo y la
evaluacion de la respuesta de anticuerpos producida por inmunizacion de ratones con
el nuevo antigeno quimérico.

3.1 Objetivos
3.1.1 Objetivo general

Producir y evaluar la antigenicidad e inmunogenicidad de un antigeno de
segunda generacion basado en la proteina CS de P. vivax.

Hipotesis: 1. es posible producir un antigeno que contenga las regiones
inmunologicamente méas importantes de la proteina PvCS. 2. Este nuevo antigeno sera
altamente antigénico en inmunogénico en modelos animales.

3.1.2 Objetivos especificos

1. Producir un nuevo antigeno candidato a vacuna que contenga regiones
de importancia bioldgica.

Hipétesis: es posible producir un poli-péptido sintético que contiene los epitopes mas
importantes de la proteina en un solo constructo de mas de 50 aa.

2. Evaluar en ratones la respuesta inmune inducida por el antigeno
quimérico PvCS-NRC formulado en diferentes adyuvantes.

Hipétesis: el antigeno quimérico PvCS-NRC formulado en adyuvantes Montanide
ISA-51, Hidroxido de Aluminio, y GLA-SE es inmunogénico con una respuesta similar
entre ellos.

3. Determinar la actividad funcional de anticuerpos dirigidos contra la
proteina.

Hipotesis: anticuerpos especificos dirigidos contra la proteina CS y obtenidos por
inmunizacion de ratones con el antigeno PvCS-NRC reconocen las proteinas en el
parasito e inhiben la invasion de células hepaticas in vitro.
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3.2 Disefio experimental

Este es un estudio experimental dirigido a optimizar la produccién de un antigeno
quimérico basado en la proteina CS de P. vivax (PvCS-NRC), asi como a evaluar su
antigenicidad y la respuesta de anticuerpos inducida por inmunizacién de ratones de
tres cepas (C3H, CB6F1 e ICR) con el antigeno quimérico formulado en tres adyuvantes
(Montanide ISA 51, Hidroxido de Aluminio y glucopyranosyl lipid adjuvant-stable
emulsion - GLA-SE). Los animales se inmunizaron tres veces en los dias 0, 20 y 40, por
via subcutanea en la base de la cola o intraperitoneal, dependiendo del adyuvante. Diez
dias después de la segunda y la tercera inmunizacion los ratones se sangraron y el
suero colectado se usé para determinar la respuesta de anticuerpos mediante las
técnicas de ELISA, IFA y Western blot. Un grupo de sueros obtenidos después de la
tercera inmunizacion se usé para determinar su capacidad de inhibir la invasion de
esporozoitos a células hepéticas in vitro.

3.3 Materiales y métodos
3.3.1 Produccion de los antigenos

El péptido PvCS-NRC asi como el C-terminal (301-372 aa) designado como
péptido C, se sintetizaron usando quimica F-moc en fase sélida en un sintetizador de
Applied Biosistems 431A (Foster City, CA) [131], equipado con un sistema de monitoreo
con deteccién UV para el seguimiento de la desproteccion del grupo F-moc como se
describe en la seccion 2.3.2. El PvCS-NRC y se sintetiz6 usando un derivado de
dietilenglicol derivatizado (DEG, Merck Chemicals Ltd., Nottingham, Reino Unido)
insertado entre los diferentes fragmentos para reducir al minimo la formacién de neo-
antigenos.

Los polipéptidos fueron sometidos a un proceso adicional de plegamiento, para lo
cual se us6 hidrocloruro de guanidina a pH 8.0. La formacion de puentes disulfuro y el
plegamiento se siguié por RP-HPLC y MALDI-TOF MS. El constructo resultante se
sometié a un paso adicional de purificacion por HPLC preparativa, la pureza (>90%) e
identidad se confirmaron por HPLC y espectrometria de masas (MALDI-TOF; Applied
Biosystem).

3.3.2 Antigenicidad de la PvCS-NRC

Para evaluar la antigenicidad del polipéptido se usaron muestras de plasma de
humanos adultos de areas endémicas para malaria de Colombia y PNG. Como control
negativo se usaron muestras de individuos residentes en una zona no endémica para
malaria (Lausana, Suiza), como se describe en la secciéon 2.3.1.

3.3.3 Animales

Se usaron un total de 39 ratones libres de patdgenos de las cepas C3H (n=15),
CB6F1 (n=10) e ICR (n=14) los cuales se distribuyeron en 7 grupos de 3/5, 2/5y 2/7
ratones respectivamente. Los animales se mantuvieron en un cuarto estéril, en cajas
selladas de 50 x 30 x 30 cm con corriente de oxigeno, en el bioterio del Departamento
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de Bioquimica de la Universidad de Lausana, Suiza. Los animales fueron mantenidos
segun las regulaciones institucionales.

3.3.4 Esquema de inmunizacion

Cuatros grupos de cinco ratones hembras de 5 semanas correspondientes a las
cepas singénicas (C3H y CB6F1) y dos grupos de siete ratones exogamicos (ICR) se
inmunizaron con 20 ug de PvCS-NRC formulado en Hidroxido de Aluminio (1 mg/ratén)
y GLA-SE (20 pg/raton) [136,137]. Un grupo adicional n=5 de animales de la cepa C3H
se inmunizo con el antigeno formulado en el adyuvante Montanide ISA51 (Seppic Inc.,
Pari). Todos los animales fueron inmunizados en los dias 0, 20 y 40 (Figura 3.1). Para
las formulaciones GLA-SE y Montanide ISA 51 cada uno de los animales se inyect6 con
un volumen de 50 uL en la base de la cola, mientras que la formulacion con Hidroxido
de Aluminio se us6 a un volumen final de 100 pL por via intraperitoneal.

17 inmunizacién 292 inmunizacién 3" inmunizacion
D1 D20 D40
21d 20d
10d T 10d T
1¢" sangrado 290 Sangrado
D30 D50

Figura 3.1. Esquema de inmunizacion de ratones

3.3.5 ELISA

La respuesta de anticuerpos se midio por ELISA en plasmas de individuos de areas
endémicas de Colombia y PNG, asi como con sueros de los ratones inmunizados
después de la segunda y la tercera inmunizacion usando como antigenos la PvCS-NRC
(1 ng/mL) o subfragmentos de este correspondientes a la region C (1 pg/mL), péptido
P9, (5 ng/mL) descrito en el capitulo 1, que contiene la regién RI y subfragmentos de
las regiones repetitivas de VK210 y VK247 (5 ug/mL), segun procedimiento descrito
previamente [126] y seccion 2.3.3 capitulo 1. El ensayo se realizé usando los plasmas
de humanos a una dilucién 1:200 o los ratones a diluciones seriadas (1/3) empezando
en 1:100 hasta 1:1,7x10". El punto de corte se calcul6 como tres desviaciones estandar
por encima de la absorbancia media de un Plasma/suero de humano o ratdn sin historia
de malaria como control negativo, segun correspondiera, a una dilucién 1:200.

3.3.6 IFA

La reactividad de anticuerpos anti-PvCS-NRC con la proteina nativa del esporozoito
se determin6 mediante IFA como se describe en la seccion 2.3.3 [132]. Las laminas se
incubaron con 25 L de suero o anticuerpos purificados diluidos en PBS 1X a diluciones
de 1:100 a 1:30.000. Los titulos de anticuerpos se expresaron como la tltima dilucién
en la cual se observaron parasitos fluorescentes [138].
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3.3.7 Western blot

Un lisado de 1x108 esporozoitos obtenidos por diseccion de mosquitos infectados
con P. vivax segun se describié previamente [139], se separaron en un gel de SDS-
poliacrilamida al 12% en condiciones no reducidas y posteriormente se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa (0,2 mm, Schleicher + Schuell, Florham Park, NJ)
durante la noche a 30 V. La membrana se bloqueé durante 2 h en leche descremada al
3% preparada en Tris-buffer salino (TBS) y 0,05% de Tween-20 (TBS-T), a temperatura
ambiente. A continuacion, la membrana se incub6 en la solucion de anticuerpo primario
(grupo de sueros de ratones inmunizados) diluido a 1:100, en 1,5% de leche en TBS-T,
durante 1 h a temperatura ambiente. Después de terminado el tiempo de incubacion,
se lavaron las membranas 5 veces con TBS-T, y se incubd con conjugado anti-raton
marcado con fosfatasa alcalina (1:1000, Sigma). Los anticuerpos unidos se visualizaron
utilizando BCIP/NBT (marca). Como control negativo se usd un grupo de sueros de
ratones naive, los cuales no habian tenido contacto previo con P. vivax.

3.3.8 Purificacion de anticuerpos

Los anticuerpos especificos contra el polipéptido PvCS-NRC se purificaron a partir
de un grupo de plasmas obtenido de voluntarios de PNG como se describié en la
seccién 2.3.5. Los anticuerpos obtenidos se usaron en ensayos de IFA, ELISA e ISI.

3.3.9 Ensayos de inhibicion de invasion in vitro

Los sueros de los ratones inmunizados con el polipéptido se evaluaron para
determinar la capacidad de estos para inhibir in vitro la invasion de esporozoitos de P.
vivax a células hepéticas humanas Huh 7.5v. El procedimiento se realiz6 como se
describe en la seccion 2.3.6. Los sueros se evaluaron a una dilucién 1:20 por duplicado
y los anticuerpos purificados a una concentracion de 100 ug/mL. Los porcentajes de
inhibicion se expresan como la media + desviacion estandar (DE) de los pozos por
duplicado. Cada experimento se realiz6 en dos dias diferentes con resultados similares.
El porcentaje de inhibicion de la invasion se calcul6 usando la formula: ([nGmero medio
de esquizontes de control negativo - el nimero medio de esquizontes de la
muestra/media de nimero de esquizontes de control negativo] x 100). Como control
negativo se us6 medio de cultivo y como control positivo un grupo de sueros de
individuos vacunados con la CS en un ensayo clinico [79].

3.3.10 Andlisis estadistico

Las comparaciones de interés fueron entre los adyuvantes y las cepas de ratones.
Los titulos de anticuerpos se compararon entre los ratones del mismo grupo,
adyuvantes y cepas de ratones en varios puntos de los estudios. Adicionalmente, se
realizd un analisis descriptivo para evaluar las tendencias de la respuesta inmune
humoral en cada grupo de ratones. La respuesta de anticuerpos después de la tercera
inmunizacion entre los diferentes grupos de adyuvantes (GLA-SE y Alumn) se comparé
con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney y la prueba de Kruskal-Wallis para
comparar las diferentes cepas de ratones. La capacidad para inhibir la invasion de
esporozoitos de P. vivax a células hepaticas in vitro se compar6 entre los diferentes
adyuvantes usando la prueba Mann-Whitney. Los valores de p<0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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3.4 Resultados
3.4.1 Produccién del antigeno quimérico

Se sintetizd un polipéptido de 137 amino&cidos de longitud que contiene la regién
RI, VK210, VK247 y el fragmento C-terminal de la proteina. El polipéptido que se
denomind PvCS-NRC contiene 3 sufragmentos: Rl + VK210, Rl + VK247 y C-terminal
(Figura 3.2). La secuencia del polipéptido sintetizado es:

KAEPKNPREN KLKQPGDRAD GGPAGDRADG QPA - - KAEPKNPREN
KLKQPGENGA GDQPGANGAG NQPG - - NEGANAPNEK SVKEYLDKVR
ATVGTEWTPC SVTCGVGVRV RRRVNAANKK PEDLTLNDLE TDVCTMDKCA

En rojo se muestra la region Rl y en azul la region RIl. Para la sintesis del polipéptido
se requiri6 una adaptacion de la estrategia basica, particularmente en el caso de la
region C-terminal donde se introdujeron dipéptidos de pseudoprolina (oxazolidina) en
puntos criticos durante el ensamblaje del péptido para evitar la agregacién, formacion
de estructuras secundarias y problemas de baja solubilidad durante la sintesis del
polipéptido.

RI Repeat RII
NH, = % - — COOH
I 1
C — CcC CcC
RI + 2(VK210)
C-terminal

RI +2(VK247)

RI +2(VK210) RI + 2(VK247) C-terminal

Figura 3.2. Representacion esquematica de PvCS-NRC. Se muestra la localizacion de los
epitopes incluidos en el constructo. DEG: derivado de dietilen glicol.

El polipéptido pre-purificado obtenido por exclusion por tamafio fue sometido a un
proceso de plegamiento mediante la reaccién del polipéptido con un exceso de Cisteina
(Cys). Se ensayaron diferentes condiciones utilizando dos diferentes grupos protectores
para las Cys durante el proceso de sintesis, el tritii o S-terbutil-etiolada (Stbu).
Adicionalmente, se evaluaron diferentes condiciones para el proceso de plegamiento
usando acetato de amonio o hidrocloruro de guanidina con diferentes valores de pH
(entre 7 y 8,5) y diferentes concentraciones del péptido. Finalmente, los mejores
resultados se obtuvieron con las Cys protegidas con Stbu, usando un exceso de 100
veces de Cys a 37°C por 24 h. Después de este tiempo de reaccion se obtuvo un 80%
de producto oxidado que fue recuperado por RP-HPLC obteniendo un producto final de
>85% de pureza. La formacion de puentes disulfuro y el plegamiento se siguio por RP-
HPLC y MALDI-TOF MS. La principal impureza obtenida correspondié a la oxidacion
incompleta de 1 Stbu (m/z: 15145). El pico a una relacién masa/carga (m/z) 15278
corresponde al producto de la adicién de acido sinapinico generado por el tratamiento
de la muestra con el laser durante los analisis por espectrometria de masas (Figura
3.3).
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3.4.2 Antigenicidad del polipéptido quimérico

La prevalencia de la reactividad del PvCS-NRC se determind usando plasmas de
individuos de PNG y Colombia como se describié en el capitulo anterior (Secciones
2.3.1 y 2.3.3). Al igual que para los péptidos evaluados anteriormente, los dos
polipéptidos PvCS-NRC y el péptido C, asi como otros fragmentos mas cortos utilizados
fueron mas frecuentemente reconocidos por los plasmas de PNG que por plasmas de
Colombia. El 69% de los donantes adultos de PNG y 58% de los adultos Colombianos
reconocieron el antigeno PvCS-NRC. Resultados similares se observaron con otros
subfragmentos de la proteina (Tabla 3.1).
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Figura 3.3. Espectro MALDI TOF de PvCS-NRC. (A) posterior a la cromatografia de exclusion por
tamafio (G75) Cys (StBu); (B) Plegamiento de Cys (StBu) inducida por un exceso de Cys a 37°C, pH 7,2y (C)
producto final purificado por HPLC

3.4.3 Reactividad de anticuerpos purificados

La reactividad y especificidad de anticuerpos especificos contra PvCS-NRC
purificados por afinidad se confirmé mediante ELISA e IFA. Los anticuerpos mostraron
reactividad con el antigeno correspondiente a concentraciones de IgG de 0,1 a 0,3 ng/
mL y reconocieron la proteina nativa en esporozoitos de P. vivax por IFAT en
concentraciones variables entre 5 y 16 ug/mL. Finalmente, estos anticuerpos
bloguearon la invasién de esporozoitos a células hepaticas in vitro con un porcentaje
de inhibicién del 81% * 13% a una concentracion de 100 pg/mL. Por otra parte, los
anticuerpos anti-PvCS-NRC reconocieron cada uno de los fragmentos constituyentes
individuales de la proteina en ELISA de competencia. Los anticuerpos reaccionaron
principalmente con las regiones Rl (60%) y C-terminal (50%) (Figura 3.4), seguido de
las regiones repetitivas (~20%).

3.4.4 Inmunogenicidad de PvCS-NRC en ratones

Los titulos de anticuerpos obtenidos por vacunacién con PvCS-NRC fueron
determinados en cepas de ratones singénicos y exogamicos. En general, se observé
una respuesta de anticuerpos mas alta cuando el polipéptido se formulé en GLA-SE o
Montanide ISA 51 que con Hidréxido de Aluminio (AIOH) (p=0,0001). La respuesta de
anticuerpos fue mas homogeénea para la formulacion GLA-SE, mientras que se observo
una alta variabilidad en el nimero de respondedores y los titulos de anticuerpos para

37



la formulacién con AIOH. Aunque se observaron diferencias en la respuesta de
anticuerpos contra PvCS-NRC entre GLA-SE y AIOH, no se observaron diferencias
significativas en la respuesta presentada entre las diferentes cepas de ratones (Tabla
3.2), es decir, entre las dos cepas singénicas (C3H, CB6F1) y la exogamica (ICR)
(p=0,220).
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Figura 3.4 ELISA de competencia usando anticuerpos anti-humanos purificados contra PvCS-NRC. La
reactividad de los anticuerpos se inhibié con los fragmentos RI, C-terminal, VK247 y VK210.

Las cepas de ratones CB6F1 e ICR mostraron los titulos de anticuerpos mas altos,
en un rango entre 6,5x10° y 5,9x10°, cuando se inmunizaron con el polipéptido en GLA-
SE. En ambos casos se observé seroconversion después de la segunda inmunizacion
y un refuerzo después de la tercera inmunizacion (Figura 3.5). En el caso de los ratones
C3H, los titulos de anticuerpos por ELISA fueron muy variables con un rango entre
8,1x10% y 1,9 x 108 Cuatro ratones sero-convirtieron después de la segunda
inmunizacion, mientras que un animal necesito tres dosis de la vacuna antes de la
seroconversion. En cuanto a las formulaciones de PvCS-NRC en AIOH, la mayoria de
los animales sero-convirtieron con la segunda dosis de inmunizacion, sin embargo,
otros necesitaron la tercera dosis para sero-convertir. La mayor respuesta se observo
en la cepa de ratones CB6F1 usando PvCS-NRC formulado en GLA-SE, donde se
observaron titulos de anticuerpos por ELISA que oscilan entre 3,0 x 102 y 6,6 x 105,
mientras que la respuesta mas baja se observo en las cepas ICR y C3H cual adyuvante
con los titulos que oscilan entre 9,0 x 102y 7,2 x 104 y 3,0 x 102 y 8,1 x 103,
respectivamente (Figura. 3.5).

Tabla 3.1. Inmunogenicidad en ratones de PvCS-NRC formulada en diferentes
adyuvantes

Adyuvante C3H Resp. CB6F1 Resp. ICR Resp.
GLA-SE 1,54 £0,91 5/5 2,26 + 0,34 5/5 2,66 + 0,53 6/6
AIOH 0,09 + 0,05 3/5 0,36 + 0,20 5/5 0,28 + 0,18 5/6
P 0,0061 0,0061 0,001

Datos corresponden a la media £ SD de la Absorbancia o DO.
Resp: # de respondedores
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Tabla 3.2. Prevalencia de anticuerpos contra la PvCS-NRC en donantes de Colombiay PNG

COLOMBIA PNG
=2G)2 —28)2
Péptido! Secuencia aat Longit Ubic % o 36? . % o 3.8) .
ud responde Ratio* Medi responde Ratio* Media
1) [0)
dores? (%) aOD dores? (%) Ob
KAEPKNPREN KLKQPGDRAD
GQPAGDRADG QPA-PEG-
KAEPKNPREN KLKQPGENGA
GDQPGANGAG NQPG-PEG- 81-113
PvCS-NRC NNEGANAPNEK 137 087 34é 58 50 0.34 69 50 0.38
SVKEYLDKVR ATVGTEWTPC )
SVTCGVGVRV RRRVNAANKK
PEDLTLNDLE TDVCTMDKCA
P9 KAEPKNPREN KLKQPGDRAD 20 81-100 44 44 0.60 68 55 0.18
P11 GDRADGQPAG DRADGQPA 16 96-113 17 6  0.22 67 57 0.36
P32 ENGAGDQPGA NGAGNQPG 16 96-113 11 11 0.20 65 50 0.3
P40 KAEPKNPREN KLKQPGENGA 20 81-100 44 31 0.35 63 63 0.4
NEGANAPNEK SVKEYLDKVR
C-terminal ATVGTEWTPC SVTCGVGVRV 70 301-372 30 19 0.17 59 43 0.23
RRRVNAANKK PEDLTLNDLE
TDVCTMDKCA

1. Péptidos P32 y P40 corresponden a la region VK247

Plasmas humanos fueron evaluados a una dilucién de 1:200

3. Porcentaje de respondedores (%) definidos como individuos con valores de OD mayores que el punto de corte (media control
negativo mas 3 SD).

4. Porcentaje de individuos con proporcion >2, la cual fue definida como la relacion entre OD media experimental y la DO media del
control negativo.

N
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Figura 3.5. Respuesta de anticuerpos en ratones contra el péptido PvCS-NRC en diferentes
formulaciones. Cepas de ratones A. C3H, B. CB6F1, C. ICR inmunizadas con PvCS-NRC formulado en AIOH
0 GLA-SE, D. ICR con MontanidelSA51.

De manera similar a GLA-SE, el polipéptido formulado en Montanide ISA 51 indujo
una respuesta de anticuerpos en ratones C3H con titulos que varian entre 6,6 x 10° y
5,9 x 10%; ademas, se observo que todos los animales seroconvirtieron después de la
segunda inmunizacion (Figura 3.5 D). Los anticuerpos contra PvCS-NRC reconocieron
tanto el polipéptido como los fragmentos de péptidos individuales, aunque se observo
variabilidad en funcion del adyuvante usado o de la cepa de ratén inmunizada (Figura
3.6). El fragmento C-terminal y el péptido P9 que contiene la regién RI fueron los mas
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frecuentemente reconocidos, seguido de la region repetitiva VK210. ElI péptido
correspondiente a la VK247 fue reconocido Unicamente por sueros de ratones
inmunizados con PvCS-NRC formulado en GLA-SE.
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Figura 3.6. Comparacion de los titulos de anticuerpos de ratones contra PvCS-NRC y fragmentos
individuales, Los titulos se presentan en escala logaritmica,

3.4.5 Reactividad con el parasito

Todos los ratones inmunizados reconocieron los esporozoitos de P. vivax por IFA,
independientemente del adyuvante utilizado, aunque con diferentes titulos de
anticuerpos (Figura 3.7A). Se observaron respuestas de anticuerpos mas altas en
ratones de cepas CB6F1 e ICR inmunizados con la formulacion GLA-SE (IFA titulos
hasta 1:10.240), seguido de las respuestas en el suero de ratones C3H inmunizados
con la formulacién de Montanide ISA51 (IFA titulos: 1:5.000) y por los sueros de los
ratones inmunizados con CB6F1 Alum (IFA titulo: 1:1.280). Por ultimo, el analisis de
western blot con sueros de ratones C3H inmunizados con Montanide y los ratones de
cepas ICR y CB6F1 inmunizados con la formulacién GLA-SE o formulacion AIOH
reconocieron dos bandas de aproximadamente 50 kDa y ~ 15 kDa (Figura 3.7B),
mientras que no se observd respuesta con un pool de suero de ratones C3H
inmunizados con PvCS-NRC formulado en GLA-SE o AIOH.

3.4.6 Ensayos de inhibicion de invasioén in vitro

La actividad funcional de anticuerpos obtenidos por vacunacioén de ratones con el
polipéptido PvCS-NRC se evalu6 después de la tercera inmunizacion, mediante
ensayos de IS| para determinar la capacidad de los anticuerpos anti-péptido para inhibir
la invasion de esporozoitos de P. vivax a células de hepatoma humano (HepG2A-16) in
vitro. Se encontrd que todos los sueros evaluados inhibieron la invasion con un rango
entre 65% y 75%, siendo mas alta con sueros de ratones inmunizados con el polipéptido
formulado en GLA-SE en las tres cepas usadas. Sin embargo, estos porcentajes no
fueron significativamente diferentes de los obtenidos en las cepas C3H y CB6F1
inmunizados con la formulacién de AIOH (p = 0,08) (Figura 3.8).
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Figura 3.7. Reactividad de sueros de ratones vacunados con PvCS-NRC contra esporozoitos de P.
vivax en ensayos de A. Inmunofluorescencia, titulos se expresan en escala logaritmica y B. Western blot.
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Figura 3.8. Inhibicién de invasidon de esporozoitos in vitro. Resultados corresponden a la media = SD

3.5 Discusion

En el proceso de desarrollo de una vacuna pre-eritrocitica contra la malaria por P.
vivax para uso humano, se desarroll6 un péptido sintético quimérico largo derivado de
la proteina CS de la misma especie en la que se incluyeron las regiones de la proteina
gue se considera desempefian funciones importantes en la invasién de esporozoitos a
los hepatocitos [112,140,141]. Este constructo que se denomin6 PvCS-NRC, demostro
ser ampliamente reconocido por plasmas de individuos naturalmente expuestos a P.
vivax, e indujo una respuesta de anticuerpos significativa en los ratones inmunizados.
De particular interés es la observacioén que anticuerpos obtenidos por inmunizacion de
ratones reconocen la proteina nativa en esporozoitos y tuvieron la capacidad de
bloquear la invasion de esporozoitos in vitro.

Aunque PVCS-NRC indujo una inmunogenicidad variable en funcién de las
diferentes formulaciones de la vacuna, la reactividad de la proteina en todas las
formulaciones con las diferentes cepas tanto singénicas como exogamicas confirma la
presencia de multiples epitopes de células T a lo largo de toda la longitud de PvCS-
NRC. En cuanto a los subfragmentos de la proteina, las regiones C y RI fueron
reconocidos con mayor frecuencia por los anticuerpos especificos obtenidos por
inmunizacion de los ratones con PvCS-NRC que los fragmentos correspondientes a la
region repetitiva. Cabe anotar la menor inmunogenicidad del fragmento VK247 lo cual
esta de acuerdo con una menor frecuencia de respondedores encontrada en Colombia
comparada con VK210 [105], y que contrasta con un predominio del fenotipo VK247 en
regiones endémicas del pais [108]. Se confirmd que anticuerpos dirigidos contra el
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polipéptido reconocen los epitopes individuales comprendidos en la PvCS-NRC y la
proteina nativa. Incluso mas significativa fue la capacidad de los anticuerpos anti-PvCS-
NRC especificos para inhibir la invasion de esporozoitos in vitro (ISI > 65%), valor que
parece estar asociado con el adyuvante utilizado en la formulacién, siendo GLA-SE y
Montanide mejores que el AIOH en términos de respuesta inmune y capacidad
inhibitoria. Sin embargo, no se observo ninguna diferencia significativa entre los grupos
en términos de actividad funcional de anticuerpos. Estos resultados resaltan la
complejidad de los adyuvantes. Mientras el AIOH se utiliza mas cominmente con las
vacunas humanas ya que inducen respuesta tipo Th2 [142], este ha sido poco exitoso
contra malaria debido a que la proteccidon esta mediada principalmente por respuestas
Thl. En este trabajé se observo que la cepa ICR presentdé una mayor respuesta de
anticuerpos pero variable cuando el polipéptido se formul6 en AIOH. En general, en
este estudio PvCS-NRC formulado en adyuvantes Montanide ISA51 y GLA-SE indujo
fuertes respuestas de anticuerpos en todas las cepas de raton evaluados. La
inmunogenicidad de los péptidos formulados en Montanide ISA720 e ISA51 se ha
determinado previamente en estudios sobre CS-LSP en monos Aotus [128,143] y
voluntarios humanos [78,79]. Estas formulaciones han mostrado ser seguras, bien
toleradas e inmunogénicas. Sin embargo, otros estudios han reportado que proteinas
recombinantes formuladas con Montanide ISA720 o ISA 51 inducen reactogenicidad
[144-146].

En este trabajo se propuso utilizar un lipido glucopiranosil en una emulsion estable
de aceite-en-agua (GLA-SE) que en estudios previos ha demostrado inducir respuestas
inmunes celulares y/o humorales fuertes en modelos animales [94,121,136,137]. En el
presente estudio, la formulacién GLA-SE indujo respuestas humorales mas fuertes en
todas las especies de ratones, y los anticuerpos obtenidos a partir de ratones
inmunizados indujeron una mayor inhibicién de la invasion de esporozoitos in vitro,
aunque no se observaron diferencias significativas con respecto a la formulacion
utilizada. La formulacion GLA-SE también indujo anticuerpos que reconocen los
epitopes en el polipéptido PvCS-NRC, incluyendo reactividad con las dos variantes de
la region repetitiva, y siendo los Gnicos grupos de ratones que reconoce la variante
VK247. Los anticuerpos obtenidos por inmunizacion con el polipéptido formulado en
todos los adyuvantes reconocieron la proteina nativa en IFAT y Western Blot,
independientemente de la cepa utilizada. Se observaron tres bandas principales, dos
bandas de aproximadamente 50 kDa tipicos de la proteina CS [147], mientras que la
banda a 15 kDa podria corresponder a fragmentos de la proteina CS procesada.

Este estudio confirma que el uso de péptidos sintéticos representa una estrategia
prometedora para el desarrollo de vacunas. En la actualidad, es posible sintetizar de
manera rutinaria y reproducible péptidos sintéticos con longitudes mayores a 100
aminoacidos [129]. Puesto que en el higado es necesaria la induccién de una respuesta
especifica de células T, para lo cual se requieren péptidos lineales de longitud limitada,
argumentamos que la construccion de péptidos que contienen epitopes de las células
T especificas y de células B insertados co-linealmente en una cadena de un polipéptido
largo con espaciadores no inmunogénicos, para reducir al minimo la formacion de neo-
epitopes, podrian ser suficientes para inducir una respuesta inmune protectora dirigida
hacia la proteina [92]. En conclusion, teniendo en cuenta los buenos resultados
obtenidos en este estudio, se propusieron nuevos estudios en primates no humanos
para evaluar la PvCS-NRC como un potencial candidato a vacuna contra la malaria por
P. vivax.
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4. CAPITULO III. EYALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE
DEL NUEVO ANTIGENO EN PRIMATES NO HUMANOS

En el capitulo anterior se describe el disefio, produccién y evaluacion de la
antigenicidad e inmunogenicidad de una molécula quimérica de la proteina CS (PvCS-
NRC) que contiene los epitopes relevantes previamente identificados y las dos
variantes del dominio central repetitivo (VK210 y VK247) de la molécula. Este candidato
a vacuna de segunda generacion ha demostrado ser reconocida por plasmas de
individuos provenientes de areas endémicas de Colombia y PNG, ademas mostré ser
altamente inmunogénico en modelos murinos en los cuales se inducen anticuerpos que
reconocen la proteina nativa en el parasito en ensayos de IFAT e inhiben la invasion in
vitro del esporozoito al hepatocito.

En esta fase del estudio se propuso evaluar en primates del género Aotus la
respuesta inmune tanto humoral como celular inducida por vacunacién con la molécula
quimérica PvCS-NRC formulada en dos adyuvantes de uso en humanos.

4.1 Objetivos
4.1.1 Objetivo General

Evaluar lainmunogenicidad de PvCS-NRC en primates no humanos
La hipotesis de este estudio fue: La proteina PvCS-NRC es inmunogénica en
primates no humanos independientemente del adyuvante usado.

4.1.2 Objetivos Especificos

1) Estudiar la respuesta inmune humoral de PvCS-NRC en primates del
género Aotus

Este objetivo aborda las siguientes hipoétesis: a) los anticuerpos inducidos por
vacunacién con PvCS-NRC reconocen las dos variantes VK210 y VK247; y b) estos
anticuerpos ademas son reactivos con la proteina en esporozoitos de P. vivax.

2) Evaluar la respuesta inmune celular de PvCS-NRC en primates del
género Aotus

Este objetivo aborda la hipétesis que la vacunacién de primates con PvCS-NRC
induce la produccién de citoquinas especificas.

3) Comparar la respuesta inmune inducida por PvCS-NRC cuando es
formulada con dos adyuvantes

Este objetivo aborda la hipétesis que no existe una diferencia significativa a favor de
una mayor inmunogenicidad de la proteina quimérica formulada en algunos de los dos
adyuvantes (GLA-SE o Montanide ISA 51).
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4.2 Disefno del estudio

El disefio corresponde a un estudio experimental para determinar la respuesta
inmune de PvCS-NRC en monos Aotus. La vacuna se formul6 en dos adyuvantes GLA-
SE y Montanide ISA 51. Los animales se inmunizaron en los meses 0, 2 y 4 con un
volumen final de 500 uL de la vacuna. Un mes después de cada inmunizacion se
tomaron muestras de sangre para la evaluacion de respuesta inmune. El plasma
separado por centrifugacion fue alicuotado y almacenado a -20°C, la fraccion celular
fue sometida a gradiente de densidad (Ficoll-Hypaque®) para obtener PBMCs que
fueron usadas inmediatamente. Las muestras de plasma fueron usadas para los
ensayos de ELISA, IFA, Western blot y citometria de flujo, y las células se usaron en
ensayos de ELISpot.

Los titulos de anticuerpos especificos contra PvCS-NRC fueron evaluados por
ELISA utilizando la proteina quimérica y la reactividad con la proteina nativa por la
técnica IFAT y Western blot usando esporozoitos de P. vivax. La especificidad fina de
estos anticuerpos se determind mediante la técnica de ELISA usando como antigenos
los epitopes previamente identificados (P9, C, VK210 y VK247). La respuesta inmune
celular se evalud por la produccién de IFN-y por ELISpot mediante estimulacion de
PBMCs con el péptido PvCS-NRC. Adicionalmente, el perfil de citoquinas (IL-2, IL-4, IL-
5, IL-10, TNF-a e IFN-y) se determind por citometria de flujo, utilizando el kit CBA
(Becton Dickinson) en muestras de plasma. Las muestras de plasma obtenidas en los
dias 0, 150 y 180 fueron usados para evaluar la capacidad protectora de anticuerpos in
vitro en ensayos de inhibicion de invasién de esporozoitos a hepatocitos (ISI) utilizando
el método descrito previamente [138].

4.3 Materiales y Métodos
4.3.1 Seleccién de animales de estudio

Un total de 20 monos Aotus lemurinus griseimembra fueron seleccionados del
bioterio de la Fundacién Centro de Primates (FUCEP) en Cali (Colombia). Los criterios
de inclusién fueron: monos adultos, machos o hembras no gestantes, saludables, con
un peso corporal >800 gramos y sin antecedentes de malaria de acuerdo con la historia
clinica y serologia negativa por ELISA contra la PvCS-NRC. Adicionalmente, se evalu6
el cuadro hematico, la funcién hepéatica (Fosfatasa alcalina y Alanino Amino Transferasa
- ALAT) y renal (Creatinina y nitrdgeno ureico en la sangre - BUN) antes de la primera
inmunizacion. Antes del inicio del estudio los animales seleccionados fueron tratados
contra parasitos intestinales usando Mebendazol 35 mg/kg una vez al dia durante cinco
dias e Ivermectina 200 pg/kg en una dosis Unica. Los animales fueron alojados
individualmente en jaulas de 80x80x80 cm a una temperatura de 25 + 5°C. Este estudio
fue aprobado por el comité de ética animal de la universidad del Valle (Codigo 05-012).

4.3.2 Esquema de inmunizacion

Los animales fueron aleatoriamente asignados en cuatro grupos de cinco animales
cada uno, dos experimentales (A y B) y dos controles (C y D). Los grupos
experimentales fueron inmunizados en los dias 0, 60 y 135 del estudio por inyeccion
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subcutanea con 50 pg/dosis de péptido en un volumen total de 500 uL (Figura 4.1). El
grupo A fue inmunizado con la PvCS-NRC formulada en GLA-SE (5 pg) y el grupo B
con el péptido formulado en Montanide ISA 51. Los grupos control fueron inoculados
con placebos formulados como emulsiones de Solucion Salina estéril con GLA-SE
(Grupo C) y con Montanide ISA 51 (Grupo D).
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Figura 4.1 Esquema de inmunizacion

4.3.3 Toma de muestras

Se hicieron tomas de sangre de 3,0 mL a partir de la vena femoral en el tiempo cero
y 30 dias después de cada inmunizacién. La sangre total fue obtenida en EDTA y el
plasma separado por centrifugacion (2500 rpm, 10 min) fue almacenado en dos
alicuotas a -20°C hasta su uso. La fraccion celular fue sometida a gradiente de densidad
(Ficoll-Hypaque®) para obtener PBMCs, que fueron usadas en ensayos de ELISpot y
la fraccion sobrante almacenada en N2 liquido hasta su uso.

4.3.4 Evaluacion de respuesta inmune humoral

IFAT: La prueba se desarrollé6 como se describe en la seccion 2.3.4. Las muestras
se evaluaron a diluciones de 1:100 — 1:25.600. Los titulos de anticuerpos se expresan
como la dltima dilucién en la cual se observo fluorescencia [138]. Como control negativo
se uso un pool de plasmas de monos naive y como control positivo un pool de plasmas
de voluntarios inmunizados con la CS en ensayos clinicos [79].

ELISA: Los titulos de anticuerpos contra los péptidos se evaluaron por ELISA [126]
como se describe en la seccién 2.3.3. Las muestras se prepararon a diluciones seriadas
de 1:200 — 1:1,6 x108. Como control negativo se us6 un pool de plasma de monos naive
y como control positivo un pool de plasma de voluntarios inmunizados con la CS en
ensayos clinicos [79]. Los titulos de anticuerpos se expresaron como la ultima dilucion
positiva respecto al control.

ISOTIPOS: Los plasmas de los monos inmunizados se evaluaron para determinar
la reactividad especifica de isotipos IgG contra la PvCS-NRC mediante ELISA.
Brevemente, se cubrieron las placas con el polipéptido (1 pg/mL) durante toda la noche
a 4°C. Posteriormente, se bloqued con leche descremada en PBS-T por dos horas.
Después de lavarlas con PBS-T, las placas se incubaron con muestras de plasma
diluido 1: 200 en PBS durante 1 h. Después se lavaron nuevamente y las placas se
incubaron con anticuerpos monoclonales anti-humanos producidos en raton (MAbs)
IgG1 humana, clon HP-6001; IgG2, clon HP-6002; IgG3, clon HP6050; e IgG4, clon
HP6025 Sigma (St. Louis, MO). Finalmente, se adiciond anticuerpo anti raton conjugado
con peroxidasa producido en cabra (Kirkegaard y Perry Laboratories, Gaithersburg,
MD). Después de cuatro lavados, se afiadié la solucion de sustrato de peroxidasa, que
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contiene H20,. Después de 30 min, la reaccion se detuvo con H.SO4 y la absorbancia
se leyo a 450 nm. Los resultados se expresaron como una relacion de la OD media de
las muestras dividida por el punto de corte (OD media obtenida de plasma de monos
gue nunca habian sido expuestos a la malaria + 3 DE).

4.3.5 Respuesta inmune celular

ELISpot: La produccién de IFN-y en PBMC totales estimuladas con PvCS-NRC se
determind por ELISpot usando kits comerciales (MABTECH, Stockholm, Sweden) [138].
Las microplacas se sensibilizaron con anticuerpo monoclonal anti IFN-y humano (1-D1K
MABTECH AB, Sweden) durante la noche a 4°C. Posteriormente se adicionan 4x10°
PBMC/pozo y 20 pg/mL de PvCS-NRC, usando Fitohemaglutinina - PHA como control
positivo y medio RPMI solo como control negativo. Las placas se incubaron a 37°C por
40 horas en atmésfera de CO: al 5%. Después del tiempo de incubacion, se agrego el
anticuerpo monoclonal anti-IFN-y (7-B6-1, MABTECH AB, Sweden) y se incub6 a
temperatura ambiente por 2 horas. Después se agrego la fosfatasa alcalina con
estreptavidina y la reaccion se revel6 agregando BCIP/NBT (5-bromo-2-chloro-3-indolyl
Phosphatase/Nitroblue Tetrazolium) (Sigma, St Louis, MO). Se determinan las células
formadoras de spots (SFCs) utilizando el lector de ELISpot AID (AID Autoimmun
Diagnostika GmbH, Alemania).

Determinacién de citoguinas por citometria de flujo: Se utilizé el kit de perlas
con anticuerpos anti-citoquinas humanas (Cytometric Bead Array — CBA) Th1/Th2 Kit II
(Becton Dickinson, Inc - BD) para la evaluacion simultanea de citoquinas en plasma.
Brevemente, se prepar6 una curva estandar de acuerdo a las instrucciones de la casa
comercial. A los tubos con perlas de captura se le adicioné el plasma y se incuban por
30 minutos. Se le adiciond el reactivo de deteccion-PE, y el buffer de lavado, para
lectura y andlisis en el citbmetro Facs Canto Il (Becton Dickinson, New Jersey) usando
el programa BD FACSCANTO.

4.3.6 Andlisis estadistico

Para el andlisis del ELISA se utilizaron los titulos (diluciones dobles seriadas) y los
promedios de OD que fueron comparados entre grupos experimentales usando el test
no parameétrico de Mann-Whitney. Para IFNy se comparé el nidmero de células
productoras de spots por cada 1x10° células estimuladas en monos inmunizados vs. no
inmunizados, asumiendo un error de 5%. Y el perfil de citoquinas fue evaluado
comparando los porcentajes de células productoras mediante el test no paramétrico de
Mann-Whitney con un nivel de significancia del 5%.

4.4 Resultados
4.4.1 Respuesta inmune humoral

Respuesta de anticuerpos

Después de la primera inmunizacion con PVCS-NRC, todos los animales
inmunizados desarrollaron anticuerpos contra la proteina detectables por ELISA. En los
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monos inmunizados con el adyuvante GLA-SE se observo un refuerzo después de la
tercera inmunizacion, momento en el cual se observaron los titulos mas altos (rango:
102.400 - 409.600; Figura 4.2 A). Mientras que los animales inmunizados con
Montanide desarrollaron titulos altos después de la segunda inmunizacion que se
mantuvieron después de la tercera inmunizacion con rangos entre (25.600 — 409.600;
Figura 4.2 B). Ninguno de los animales de los grupos control desarrollé anticuerpos
contra la proteina (Figura 4.2 C y 4.2 D). Aunque no se observaron diferencias
significativas entre los dos grupos (p=0,8), la respuesta de GLA-SE es ligeramente
mayor, mientras que la respuesta de Montanide es mas variable entre individuos.
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Figura 4.2 Respuesta de anticuerpos por ELISA en monos inmunizados con PvCS-NRC. Se muestran
los titulos de anticuerpos en monos inmunizados con A. PvCS-NRC formulado en ISA-51, B. PvCS-NRC
formulado en Montanide ISA-51; C. GLA-SE solo y D. Montanide ISA-51 solo. Los animales fueron inmunizados
los dias 0, 60 y 150. En el tiempo cero y treinta dias después de cada inmunizacion se tomaron muestras de
sangre y se evaluaron los titulos por ELISA. Como control negativo se us6 plasma de monos naive. Los titulos
se determinaron como la Ultima dilucién a la que se observd un resultado positivo determinado como 3DE
respecto al control negativo.

Se realizaron experimentos adicionales para determinar las regiones de la proteina
sobre la cual estan dirigidos los anticuerpos producidos por inmunizacion con la
proteina quimérica. Para lo cual se evaluo la reactividad de los plasmas de monos
inmunizados contra diferentes antigenos contenidos en la proteina correspondientes a
la region RI (P9), region central repetitiva (VK210 y VK247), y C-terminal.

Se observé que los plasmas de los monos inmunizados con la proteina quimérica
formulada en GLA-SE reconocen principalmente la region C-terminal, seguido por la
region Rl y la region repetitiva VK210, para VK247 hay una menor reactividad (Figura
3A). Como se observd cuando se evaluaron los anticuerpos contra el fragmento
completo, hay un efecto de refuerzo después de la tercera inmunizacion, para las
regiones C, Rl y VK247. Por otra parte, la proteina formulada en Montanide ISA 51
indujo la produccién de anticuerpos que reconocen la region C-terminal y la regién RI,
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con reactividad similar, seguido de la region central repetitiva (Figura 3B). Se observo
un efecto refuerzo para las regiones C-terminal y VK210, por el contrario contra la region
RI se observaron titulos altos después de la segunda inmunizacion, que permanecieron
estables hasta después de la ultima inmunizacion.
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Figura 4.3 Respuesta de Ab con diferentes subfragmentos de la proteina PvCS contenidos en la
proteina quimérica. Se muestra la respuesta de plasmas de monos inmunizados con la proteina quimérica
formulada en GLA-SE o Montanide ISA 51. Los datos se presentan como el indice de reactividad, definida como
la relacién entre el DO de la muestra y el DO del punto de corte. El punto de corte se definié como el valor de
DO del control negativo +3DE.
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Por otra parte, cuando se evaluo la reactividad de isotipos (IgG1, 1I9G2, IgG3 e IgG4)
de los monos inmunizados con la proteina PvCS-NRC, se observo una mayor respuesta
de anticuerpos tipo IgG1l en los dos grupos experimentales (Figura 4.4). No se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos experimentales para ninguno
de los isotipos (IgG1 p = 0,09; p = 0,40 19G2; IgG3 p = 0,40; p = 0,45 1gG4).
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Figura 4.4 Evaluacion de isotipos de IgG. A. monos inmunizados con la PvCS-NRC formulada en GLA-
SE o Montanide ISA51. IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 se determinaron mediante la prueba de ELISA usando plasmas
de monos obtenidos en (1) T = 0y (2) post 3ra inmunizacion.

Los plasmas de los animales se evaluaron para determinar la reactividad con la
proteina nativa en esporozoitos de P. vivax mediante las técnicas de IFA y Western
blot. Se observé una alta reactividad con esporozoitos, con titulos de anticuerpos entre
6.400 y 12.800 para todos los animales inmunizados con la proteina PvCS-NRC
formulada en GLA-SE y rangos entre 3.200 — 12.800 para todos los animales
inmunizados con la formulacibn Montanide ISA 51 (Tabla 4.1). No se observd
reactividad en los monos control. Adicionalmente en ensayos de Western blot se
observo la presencia de dos bandas alrededor de ~ 50 kDa correspondientes a la
proteina CS completa y subfragmentos procesados de la misma (Figura 4.5). Todos los
monos inmunizados con la proteina quimérica reconocieron la proteina por Western
blot.

Tabla 4.1 Titulos de IFA con esporozoitos de P. vivax con plasmas de monos
inmunizados con la proteina quimérica.

Grupo Inmunégeno Post 3ra inmunizacién (n)!
A PvVCS-NRC + GLA-SE 6400 - 12800 (5)

B GLASE-SE <100 (0)

C PvCS-NRC + Montanide 3200 - 12800 (5)

D Montanide <100 (0)

1(n): namero de respondedores
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4.4.2 Respuesta inmune celular

Produccién de INFy:

Figura 4.5 Western blot. Esporozoitos de P. vivax

lisados se separaron en un gel de poliacrilamida al 12% en
condiciones no reducidas a 120v. Las proteinas en el gel
fueron transferidas a una membrana de PVDF y la
reactividad con la proteina CS evaluada con los plasmas de
los monos inmunizados con la PvCS-NRC formulada en
GLA-SE o Montanide ISA 51. C1: pool de plasmas de
monos inmunizados con adyuvante GLA-SE solo. C2: pool

de plasmas de monos

inmunizados con adyuvante

Montanide ISA-51 solo.

La produccion de IFN_y en PBMC estimuladas con el antigeno PvCS-NRC se evalu6
mediante la técnica de ELISpot. Se observé que el antigeno quimérico formulado en
Montanide ISA 51 induce una mayor respuesta en las PBMC de monos inmunizados
con el mismo antigeno, 3/5 monos respondieron en algin momento del estudio,
mientras que con la formulacion GLA-SE solo 1/5 presentd una respuesta significativa
comparado con el control, y Gnicamente después de la segunda inmunizacion. Sin
embargo, Montanide ISA 51 solo indujo una respuesta mas inespecifica y una mayor
respuesta que la observada en los monos controles inmunizados con GLA-SE (Figura

4.6).
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Figura 4.6. Respuesta de IFN-y por PBMC mediante ELISpot. Los datos se presentan como unidades

formadoras de colonias (Spot forming cells - SFC).
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Respuesta de citoquinas Th1/Th2

El perfil de citoquinas plasmaticas Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-y a, IFN-y)
se determiné por citometria de flujo usando un Kit BD™. En general se observo que la
concentracion de estas citoquinas es baja en el plasma de los monos post tercera
inmunizacion (Tabla 4.2). Se observé principalmente la presencia de IFN-y seguido de
IL-10 en ambos grupos experimentales, aunque no se observaron diferencias
significativas entre los grupos, el grupo de monos inmunizados con la formulacion GLA-
SE presentaron una concentracion de IL-10 més alta, adicionalmente se observo un
mayor namero de respondedores (4/5) en este grupo en comparacion con el grupo
Montanide (2/5). En los plasmas del grupo de monos inmunizados con el polipéptido
formulado en GLA-SE, ademas se observo presencia de TNF-a, indicando una
respuesta celular de tipo Th1l.

Tabla 4.2 Perfil de citoquinas Th1/Th2

Citoquina GLA-SE (n)! Montanide ISA 51 (n)! Valor de P?
IFN-y 2,10 (3) 1,90 (3) >0,99
TNF-a 0,47 (5) 0,03 (1) 0,016

IL-10 0,57 (4) 0,35 (2) 0,333

IL-5 0,10 (1) 0,0 (0) >0,99

IL-4 0,14 (2) 0,0 (0) 0,44

IL-2 0,0 (0) 0,0 (0) >0,99

1(n): nimero de respondedores
2Valores de p>0.05 fueron considerados significantes

4.5 Discusion

En el capitulo anterior se reporto la produccion de un polipéptido quimérico derivado
de la proteina CS de P. vivax, que incluye la region RI; las dos variantes de la region
repetitiva de P. vivax (VK210 y VK247); y el fragmento C-terminal. El polipéptido
quimérico, llamado PvCS-NRC fue reactivo con muestras de plasmas de individuos de
regiones endémicas de malaria e indujo una respuesta inmune humoral significativa en
ratones [149 70]. En el presente capitulo, se confirmé la inmunogenicidad de la PvCS-
NRC en el modelo de mono Aotus. Las dos formulaciones usadas (GLA-SE y Montanide
ISA-51) mostraron un comportamiento similar en la mayoria de las caracteristicas
evaluadas: los titulos de anticuerpos IgG, isotipos, reconocimiento de esporozoitos y el
perfil de citoquinas. Sin embargo, se observaron algunas diferencias que podrian ser
de importancia para las siguientes etapas de desarrollo clinico del constructo. Mientras
la formulacién Montanide ISA-51 indujo anticuerpos de mayor duracion; la formulacién
de GLA-SE indujo una mayor produccion de citoquinas, en particular IL-10 y TNF-a.

Como se habia observado en los experimentos en ratones, la PvCS-NRC indujo una
fuerte respuesta de anticuerpos en los animales inmunizados independientemente de
la formulacion utilizada, y los anticuerpos inducidos por vacunacion reaccionaron con la
proteina CS nativa en esporozoitos. Aunque no se observaron diferencias en la cinética
de la produccién de anticuerpos cuando se comparan ambos adyuvantes, la
formulacién GLA-SE necesité de tres inmunizaciones para inducir una respuesta de
anticuerpos similares a las mostradas por la formulacibn Montanide ISA-51, la cual
indujo una respuesta alta después de la segunda inmunizacion. Estos resultados
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confirman estudios previos en ratones con el mismo antigeno PvCS-NRC [149 70], asi
como otros estudios en monos utilizando tres antigenos diferentes de la proteina CS
emulsionados en Montanide ISA-720 y Montanide ISA-51 [128 91,138], que mostraron
que las formulaciones Montanide inducen una fuerte respuesta de anticuerpos que
reaccionaban con las proteinas del parasito.

Como se esperaba, sobre la base de los estudios previos en ratones, la regiéon C-
terminal que contiene el dominio R2-plus, asi como el péptido que contiene el dominio
Rl fueron los mas frecuentemente reconocidos por los sueros de los monos
inmunizados [149 70]. Una vacuna basada en la proteina CS que induce eficazmente
anticuerpos contra la region RI podria mostrar una gran eficacia teniendo en cuenta la
importancia de esta region en los procesos de invasion del parasito a los hepatocitos.
Los anticuerpos dirigidos contra la Rl podrian impedir la escision proteolitica de la
proteina CS [150 80] y posteriormente prevenir la exposicion del TSR requerido para la
invasion de esporozoitos efectiva [112 79]. Debido a que se espera que la proteccion
asociada con el segmento de RI mejore cuando se combina con los anticuerpos contra
la region repetitiva [134 99], se incluyeron dos subfragmentos unidos a la Rl que
contiene ambas formas alélicas circulantes en Colombia (VK210 y VK247). Sin
embargo, la reactividad contra VK210 fue significativamente mayor que para VK247,
similar a lo observado en estudios con ratones, en los cuales el subfragmento fue mas
inmunogénico [149 70]. Estas observaciones se asemejan a lo reportado con muestras
procedentes de regiones endémicas de malaria en Colombia, donde VK247 parece ser
menos antigénico que VK210, aun cuando la forma alélica frecuente en esta region es
VK247 [105 93] [108 86]. Esta menor reactividad de VK247 puede tener una gran
importancia ya que se considera que la contribucién de los anticuerpos anti-CS y su
posible asociacién con proteccién estaria mediada por anticuerpos contra ambos la
region R1y la region central repetitiva [134 99].

Por otra parte, el plasma de todos los monos experimentales contenia todos los
isotipos de IgG contra la proteina PvCS-NRC; sin embargo, los isotipos citofilicos 1IgG1
e 1gG3 que podrian desempefiar un papel protector complementario a través de
fagocitosis de spz por los monocitos / macrofagos fueron los isotipos mas abundantes.
Ademas, la respuesta tipo Thl observada con esta isotipos de IgG se confirma por la
produccion de IFN-y e IL-10 en ambos grupos experimentales. Aunque, no se
observaron diferencias significativas entre las formulaciones, GLA-SE parece inducir la
produccion mas fuerte de IL-10 y TNF-a en todos los monos mientras que la formulacion
Montanide ISA 51 indujo una produccion de IFN y mayor que GLA-SE.

Estos resultados confirman el potencial inmunogénico de la proteina quimérica
derivada de la proteina CS de P. vivax cuando se formula en adyuvantes GLA-SE o
Montanide ISA-51. Debido a que no se observaron diferencias significativas cuando se
comparé la respuesta inmune inducida por ambas formulaciones GLA-SE y Montanide,
se necesitan mas estudios para probar la eficacia protectora de las dos formulaciones
de vacuna. Si bien ha aumentado la preocupacion respecto a la reactogenicidad, asi
como la estabilidad y la reproducibilidad de las formulaciones Montanide [144 118,145
119], se han llevado a cabo una serie de ensayos preclinicos y clinicos con Montanide
ISA 720 y Montanide ISA 51 en los cuales no se han observado eventos adversos
graves [78 67,79 100].

53



5. CAPITULO IV. DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS ANTIGENOS
DE ESTADIOS ERITROCITICOS

Este capitulo tuvo como meta identificar nuevos antigenos para el desarrollo de
vacunas contra la malaria por P. vivax asociada a estadios eritrociticos. Se propuso
seguir una estrategia similar a la descrita por Villard y col. 2007 [68], y seleccionar
antigenos ortologos de P. falciparum en P. vivax que contengan dominios de dobles a-
hélices en su secuencia. Estos fragmentos pueden producirse de manera sintética, son
estables y los anticuerpos especificos contra estos dominios tienen la habilidad de
bloguear las funciones criticas de microorganismos, por lo que representan un blanco
para el desarrollo de vacunas.

5.1 Objetivos
5.1.1 Objetivo General

Identificar nuevos antigenos candidatos a vacuna contra la malaria por P.
vivax

5.1.2 Objetivos Especificos

1. Seleccion de fragmentos de proteinas de P. vivax que contengan
estructuras de dobles a-hélices.

Se estudia la hipétesis que es posible encontrar dominios de dobles a-hélices en
proteinas que se expresan en estadios eritrociticos de P. vivax, y estas proteinas se
pueden identificar a partir de proteinas ortdlogas de P. falciparum previamente
estudiadas.

2. Evaluar la antigenicidad de los fragmentos seleccionados usando
reactivos de poblaciones de areas endémicas.

Este objetivo se aborda mediante la siguiente hipétesis: Fragmentos de proteinas
de P. vivax que contienen dominios de dobles a-hélices son reactivos con anticuerpos
de individuos que habitan en areas endémicas de malaria.

3. Evaluar en roedores la inmunogenicidad de los fragmentos
preseleccionados.

Se estudia la hipétesis que fragmentos seleccionados tienen capacidad de inducir
una respuesta inmune tanto humoral como celular, y anticuerpos especificos tienen la
capacidad de reconocer la proteina nativa en formas sanguineas del parasito.

5.2 Disefio Experimental

Se realizé un estudio experimental en el que se pretendia identificar, a partir del
genoma de P. vivax, proteinas que contienen dominios de dobles a-hélices, identificar
su posible funcidén y localizacién subcelular usando herramientas bioinforméaticas.
Posteriormente se produjeron los fragmentos seleccionados usando una estrategia
sintética y se evalud su antigenicidad usando muestras de sueros de individuos de
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areas endémicas de PNG y Colombia. Basados en esta informacion, se seleccionaron
proteinas que puedan ser blanco para el desarrollo de vacunas y se evalué su
inmunogenicidad en ratones. La respuesta inmune de anticuerpos fue evaluada
mediante las técnicas de ELISA e IFA, y la respuesta celular mediante produccion de
IFN-y por la técnica de ELISpot.

5.3 Materiales y Métodos
5.3.1 Andlisis bioinformatico y seleccidn de antigenos

Se uso la base de datos del genoma de la cepa Salvador | de P. vivax (PlasmoDB)
para seleccionar secuencias de proteinas de formas sanguineas asexuales ortologas a
P. falciparum, que contienen estructuras de doble a-hélices, las cuales que fueron
analizados por el software COILED [151]. Las proteinas con fragmentos de doble -
hélice identificados se evaluaron para determinar su posible localizacién superficial,
motivos GPI de anclaje y péptido sefial usando varios programas: SecretomeP y
SignalP [152]; regiones transmembranales [152], y GPI de anclaje [153], adicionalmente
se hizo una prediccion de la localizacion subcelular (p TARGET) [154].

5.3.2 Sintesis de péptidos

Los polipéptidos seleccionados a partir del genoma (n=51) fueron sintetizados
utilizando estrategia sintética fluorenilmetoxicarbonil (F-moc) en fase soélida [131] en un
instrumento de Bioanalitica Intavis AG (Alemania). Los constructos resultantes fueron
purificados por HPLC (Waters, USA) y la pureza se confirmd por HPLC analitica C18 y
espectrometria de masas (MALDI-TOF; Applied Biosystem). Todos los reactivos
utilizados fueron adquiridos de Fluka (Buchs, Suiza) y Novabiochem (Laufelfingen,
Suiza).

5.3.3 Dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular (DC) de los péptidos se registraron en un
espectrometro JASCO J-810 (JASCO Corporation, Tokio, Japon) equipado con
controlador de temperatura y una cubeta de 0,1 cm de longitud. Las mediciones se
realizaron en agua a pH 7,3y 22 ° C y a una concentracion de péptido de 0,2 mg/mL.

5.3.4 Muestras de plasma

Se usaron muestras de suero de adultos humanos residentes en areas endémicas
de malaria en Colombiay PNG, asi como de una zona no endémica (Suiza) para evaluar
la antigenicidad de los péptidos. Las muestras de PNG se describen en la seccion 2.3.1,
mientras que las muestras colombianas (n = 90) fueron obtenidas en Tumaco (n = 51)
y Tierralta (n = 39) en el marco del proyecto CLAIM P1 (estudio epidemioldgico de corte
transversal realizado en 2012 [14]. El contacto previo de los individuos con P. vivax fue
confirmado por inmunofluorescencia (IFAT) usando formas sanguineas de P. vivax,
considerando positiva un titulo >1:400. Para las tomas de muestras se obtuvo
autorizaciones éticas de CECIV en Cali, Colombia. Las muestras usadas como control
negativo se obtuvieron de donantes adultos suizos sin antecedentes de malaria.
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5.3.5 Animales y esquema de inmunizacion

Para este estudio se seleccionaron 36 ratones Balb/c hembras de cinco semanas
de edad. Los animales se mantuvieron en las instalaciones del CIV de acuerdo con las
directrices institucionales. Los ratones se distribuyeron aleatoriamente en 9 grupos de
4 animales cada uno, 8 experimentales y 1 controles, y se inmunizaron tres veces con
el antigeno respectivo formulado en Montanide ISA 51 (Seppic Inc. Paris, Francia).
Cada raton se inyecto por via subcutanea en la base de la cola con 20 ug de péptido
en 50 uL de volumen los dias 0, 20 y 40. Diez dias después de la segunda y la tercera
inmunizaciones y bajo anestesia, se extrajeron aproximadamente 150 uL de sangre del
seno orbital. La respuesta de anticuerpos se midi6 por ELISA e IFA. Veinte dias
después de la ultima inmunizacién los ratones fueron sacrificados por anestesia para
extraer los bazos en condiciones asépticas. Los esplenocitos se obtuvieron por
maceracion de los bazos seguido por separacion utilizando gradientes de Ficoll —
hystopaque. La respuesta celular se determiné por la produccion de IFN-y por
esplenocitos mediante la técnica de ELISpot.

5.3.6 Respuesta inmune humoral por ELISA

La respuesta de anticuerpos a los diferentes antigenos en ratones y plasmas
humanos se evalué mediante ELISA como se describié previamente [126] y en la
seccion 2.3.4. Brevemente, las placas de ELISA (Nunc - Immuno Plate, Thermo, USA)
se sensibilizaron con 5 pg/mL del polipéptido respectivo durante la noche. Los puntos
de corte se calcularon como tres desviaciones estandar por encima del valor medio de
absorbancia del control negativo. Las muestras de individuos humanos se evaluaron a
una dilucién de 1:200. Para determinar los titulos de anticuerpos en ratones, se
realizaron diluciones seriadas (1/3) de los sueros, a partir de 1:100, los resultados se
consideraron positivos cuando la absorbancia de los sueros fue mayor que o igual a los
puntos de corte. Los controles negativos correspondian a un pool de sueros de
individuos naive (ratones o humanos, segun el caso).

Dado que todos los fragmentos eran ortélogos de P. falciparum, se evalué la
reactividad cruzada con esta especie usando antigenos de P. falciparum y sueros de
ratones inmunizados con fragmentos de dobles a-hélices de P. vivax (Pv27, Pv43,
Pv45, Pv82 y Pv96). Del mismo modo, se evaluaron fragmentos de P. vivax con
anticuerpos humanos especificos contra Pf-P27 y Pf-P45 purificados por afinidad, estos
anticuerpos anti-fragmentos de P. falciparum habian mostrado capacidad de inducir
muerte del parasito dependiente de monocitos [68]. Como control negativo, se usaron
anticuerpos de humano purificados por afinidad, no especifico.

5.3.7 Ensayo de IFA

Posterior a la inmunizacion de ratones con los diferentes antigenos, se evalu6
mediante IFAT la reactividad de los anticuerpos obtenidos contra las proteinas nativas
en el parasito. Para esto se utiliz6 como antigeno formas sanguineas de P. vivax
obtenidas de pacientes infectados naturalmente. En resumen, los pardsitos se
incubaron con diluciones de sueros de 1:20. Esta reaccion se desarrollé con anti-raton
conjugado con fluoresceina (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Baltimore,
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MD) diluido a 1:400. Las laminas fueron montadas con glicerol 50% y se examinaron
bajo un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse). La reactividad cruzada contra
P. falciparum también se determind por IFA, utilizando como antigeno formas
sanguineas del parésito (cepa FCB-1) obtenidas de cultivos in vitro [155].

5.3.8 Respuesta inmune celular

Con el fin de determinar el potencial de estos péptidos para estimular la respuesta
de células T in vitro, se evalud la produccion de IFN-y por las células de bazo obtenidas
de ratones Balb/c 20 dias después de la tltima inmunizacion. Se utilizé un kit comercial
de anti-IFN-y de ratén para ELISpot (Mabtech AB, Estocolmo, Suecia). Brevemente,
placas de 96 pozos (Millipore, Bedford, MA) se recubrieron durante la noche a
temperatura ambiente con 5 ug/mL de anticuerpos anti-IFN-y de raton. Se bloque6 por
3 h con medio RPMI 1640 que contenia suero fetal bovino al 10 % (SFB, Gibco). Los
esplenocitos aislados frescos se sembraron en los pozos por duplicado en 5 x 10°
células/mL en 100uL/pozo de RPMI 1640 completo suplementado con 10% de SFB
(100 pL/pozo). Se adiciond medio de cultivo solo o con 10 pg/mL (100 pL/pozo) de cada
péptido sintético y las placas se cultivaron durante 40 horas a 37° C en atmoésfera
hiameda de CO; al 5%. Después del lavado, se incub6 por 2 h a temperatura ambiente
con el anticuerpo biotinilado a 1 pg/mL. Las placas se lavaron con PBS 1x y se afiadio
fosfatasa alcalina - estreptavidina (Mabtech AB, Estocolmo, Suecia) (1:1000). Las
placas se revelaron mediante la adicion de 50 uL/pozo de BCIP/NBT (Sigma). Los spots
se escanearon y contaron utilizando el lector de ELISpot AID (AID Autoimmun
Diagnostika GmbH, Alemania). Los resultados se expresaron como la media del nimero
de células x10° productoras de IFN-y formadoras de colonias (SFC).

5.3.8 Anédlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism
(version 5,01, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Se utilizé la prueba
exacta de Fisher (tablas de contingencia 2x2) para comparar las diferencias en la
seroprevalencia entre PNG y Colombia y se utilizo la prueba de ANOVA para comparar
los grupos. La prueba de comparacién multiple de Dunnett se utilizo el analisis post-
hoc. Un valor de p <0.05 se considero estadisticamente significativo.

5.4 Resultados
5.4.1 Analisis bioinforméatico

Se seleccionaron un total de 51 antigenos de P. vivax (Anexo 2) a partir de ortdlogos
de P. falciparum que se expresan durante el parasito en la fase eritrocitica, estas
proteinas fueron previamente seleccionados en P. falciparum a partir de datos del
proteoma y transcriptoma. Todas las proteinas de P. vivax contenian motivos de doble
a-hélice. El analisis de presencia de posibles péptidos sefial, regiones transmembrana
(TM), motivos GPI de anclaje y prediccion de la localizacion subcelular revela que solo
cinco de las proteinas contienen dominios TM (Pv39, Pv101, Pv122, Pv123y Pv13l)y
otros tres antigenos estan involucrados en las vias secretoras (Pv52, Pv60, Pv96.01)
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estos tres ultimos péptidos ademéas contienen un péptido sefial. Los fragmentos
seleccionados, en general de 30 a 40 amino acidos de longitud, se sintetizaron
guimicamente y se sometieron a estudios de dicroismo circular (CD) para determinar
experimentalmente la presencia de dominios a-hélices experimentalmente, los
resultados de estos ensayos indican que los péptidos seleccionados
predominantemente asumen una conformacion a-hélice en el agua (ver Figura 5.1
algunos de los patrones de CD obtenidos).

5.4.2 Reactividad de péptidos con plasmas humanos

En total, 51 péptidos con dominios dobles a-hélices fueron evaluados por ELISA
utilizando plasma humano de voluntarios de PNG (ver Anexo 2) y luego 19 péptidos
preseleccionados fueron evaluados con plasmas de Colombia. Se observo que la
mayoria de los péptidos (43 /51) fueron reconocidos por los sueros en PNG con una
prevalencia variable mayor a 10%. Diecinueve (19) de estos antigenos que mostraron
reactividad mayor de 30% fueron seleccionados y evaluados con sueros de Colombia
(Tabla 5.2); todos los 19 péptidos fueron antigénicos con prevalencias variables, de las
132 muestras de plasma analizados, se encontré6 un mayor nimero de respondedores
para los fragmentos Pv27, Pv42, Pv45, Pv81, Pv82.03, Pv83, Pv95 y Pv96.03,
independientemente del origen voluntario. Se observaron diferencias en la prevalencia
de los péptidos evaluados, que oscilé entre el 14-71 % para PNG y 3-86 % para
Colombia. Siete de los 19 péptidos evaluados fueron mas antigénicos (respuesta >
50%) en PNG y cuatro en Colombia (Tabla 5.1). También se observaron diferencias
entre los dos sitios de muestreo en Colombia. En Tierralta, la seroprevalencia fue
significativamente mayor (p < 0,01) para Pv83 (72 vs 39 %), Pv96.01 (49 vs 12 %) y
Pv96.03 (56 frente a 27 %) que la observada en Tumaco. En contraste, la respuesta a
Pv119 fue significativamente mayor en Tumaco (69 vs 38 %, p < 0,01).

Los individuos respondedores se clasificaron de acuerdo con el Indice de
Reactividad (IR) con el punto de corte (valores de DO de muestra analizada dividido por
el valor de corte). Los voluntarios con valores de IR > 2 se consideran que tienen titulos
de anticuerpos mayores a 1:200. En general, se observé una mayor proporcion de
muestras de PNG con IR mayor a 2, que en sueros de Colombia (ver Tabla 5.1).
Basados en estos resultados, se seleccionaron ocho péptidos (Pv27, Pv42, Pv43, Pv45,
Pv52, Pv82.02, Pv95, y Pv96,03) con la mayor prevalencia para realizar estudios de
inmunogenicidad en ratones.
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Figura 5.1 Analisis de dicroismo circular de algunos de los péptidos seleccionados
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Tabla 5.1 Prevalencia de anticuerpos contra fragmentos con dobles a hélices de P. vivax en individuos de Colombiay

PNG
PNG (n =42) Colombia (n=90)
Péptido Proteina Seroprevalen.? Re >2 Seroprevalen, Re >2 pvalue® pvalue
seroprevalen Re >2
n Porcentaje PorcentajeP n Porcentaje Porcentaje
Pv5 (ortPFB0145c) 15 36 24 8 9 5 0,0004 0,0016
Pv27 PVX_113335 25 60 43 66 73 24 ns 0,0421
Pv40 Pv119385 13 31 17 8 9 1 0,0021 0,0014
Pv42 Pv087730 12 29 26 69 77 24 0,0001 ns
Pv43 Pv089660 23 55 43 27 30 13 0,0075 0,0002
Pv45 Pv123385 24 57 33 39 43 15 ns 0,0194
Pv52 Pv123480 18 43 19 25 27 16 ns ns
Pv63 Pv118160 23 55 26 12 13 2 0,0001 0,0001
Pv81 Pv118160 11 26 10 45 50 0,0136 ns
Pv82.02 Pv122740 15 36 24 40 44 15 ns ns
Pv82.03 Pv091910 20 48 26 77 86 36 0,0001 ns
Pv83 Pv087730 22 52 33 48 53 17 ns 0,0421
Pv90 PV000725 13 31 19 18 20 7 ns ns
Pv95 Pv117455 17 40 29 39 43 11 ns 0,0220
Pv96.01 Pv124060 27 64 43 25 28 20 0,0001 0,0110
Pv96.03 Pv084385 30 71 60 36 40 12 0,0013 0,0001
Pv101 Pv085155 16 38 10 2 2 1 0,0001 0,0353
Pv106 Pv114430 17 40 36 25 28 9 ns 0,0004
Pv119 PF11_0240 6 14 12 50 56 9 0,0001 ns

@ Seroprevalencia: corresponde al nimero y porcentaje de voluntarios positivos. ° Ratio > 2: porcentaje de voluntarios con
ration >2, se consideran que tienen titulos de anticuerpos > 1:200. € valor p: Fisher's exact test entre PNG y Colombia. ns = no
significante (p > 0,05)
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5.4.3 Inmunogenicidad de los péptidos en ratones

Se inmunizaron un total de 40 ratones Balb/c los cuales se distribuyeron en 10
grupos de 4 animales cada uno, 8 experimentales inmunizados con los diferentes
polipéptidos (Pv27, Pv42, Pv43, Pv45, Pv52, Pv82.02, Pv95, y Pv96.03) y dos grupos
de controles inmunizados con adyuvante solo o con formas sanguineas de P. vivax. Los
ratones inmunizados con los diferentes polipéptidos desarrollaron anticuerpos IgG
especificos después de la primera dosis de inmunizacién como se determiné por ELISA
(Figura 5.2), con excepcion de los animales inmunizados con Pv42 que necesitaron tres
dosis de inmunizacién para producir niveles detectables de anticuerpos.

En general los titulos de anticuerpos aumentaron constantemente hasta alcanzar
titulos que van desde 9x10? a 2.0x10° después de la tercera inyeccion (Tabla 5.2). Los
ratones inmunizados con Pv27 y Pv95 tuvieron un comportamiento variable que no fue
consistente en todos los animales. El grupo de animales control que recibidé adyuvante
sin antigeno en solucion salina no respondié contra ninguno de los polipéptidos.

Tabla 5.2 Inmunogenicidad de fragmentos en ratones Balb/c

Antigeno Proteina ELISA titulos FLISA A
n Porcentaje +/-
Pv27 PVX_113335 2,4 x 104 2 50%
Pv42 Pv087730 9 x10% — 8 x103 3 75%
Pv43 Pv089660 6,6 x105 — 2,0 x10° 3 100% +
Pv45 Pv123385 2,2 x10°% 3 75% ++
Pv52 Pv123480 7,2x10%-2,0 x 108 4 100%
Pv82.02 Pv122740 2,4x104-2,2x 10° 4 100% ++
Pv95 Pv117455 2,4x104-7,2x 10* 3 75%
Pv96.03 Pv084385 7,2x10%-2,2x 10° 4 100% +

5.4.4 Reactividad cruzada

Los sueros de ratones inmunizados con Pv27 y Pv43 fueron reactivos con los
correspondientes fragmentos ortélogos Pf-P27 y Pf-P43 con indices de reactividad
similares, en comparacion con una muestra del grupo control (Figura 5.3). Ninguno de
los otros antigenos (PF-P45, Pf-P82 o Pf-P96) mostro reactividad cruzada significativa.
Por otra parte, también se observé reactividad cruzada cuando anticuerpos especificos
contra Pf-P27 y Pf-P45 purificados por afinidad se evaluaron con el correspondiente
ortélogo de P. vivax; se observo tres veces menos reactividad en ambos casos en
comparacion con el control positivo. Adicionalmente, se observo reactividad cruzada
con formas sanguineas de P. falciparum cuando se evaluaron las muestras por IFA
(Tabla 5.3). No se observo asociacion entre homologia y reactividad ya que fragmentos
con baja identidad, como Pv45, fueron altamente reactivos tanto con el fragmento como
con el parésito de P. falciparum, mientras que Pv82.02 con més de 60% de homologia
no fue reactivo (Tabla 5.3).
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Pv96; dilucion 1:200 con el correspondientes antigenos de P. vivax y P. falciparum. Ademas, se

utilizaron anticuerpos humanos purificados por afinidad especificos contra F. PfP27 y G. PfP45.
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Tabla 5.3 Reactividad de IgG evaluada con diferentes fragmentos y parasitos

Origen Anticuerpo Identd? P..v P..f P. v P. f
(%) péptido®  péptido® parasito? parasito®
Mouse anti PvPep27 63 + + - -
Mouse anti-PvPep43 82 + + + -
Mouse anti-PvPep45 44 + - + -
Mouse anti-PvPep82 61 + - + -
Mouse anti-PvPep96 43 + - + -
Human anti Pf-P27 NAd + + + +
Human anti Pf-P45 NA + + + +

3dentidad entre antigenos ortélogos de P. vivax y P. falciparum; PReactividad por ELISA
utilizando antigenos de P. vivax; °Reactividad por ELISA utilizando antigenos de P. falciparum;
dReactividad por IFA con P. vivax; €Reactividad por IFA con P. falciparum; 9no aplica.

5.4.5 Respuesta inmune celular en ratones

La inmunizacién con 6 de los 8 fragmentos evaluados indujo la produccién de IFN-y
por los esplenocitos de ratones, con excepcion de Pv95 y Pv96.03 que no fueron
reconocidas (Figura 5.3). La respuesta de IFN-y mas alta se encontré con esplenocitos
obtenidos de ratones experimentales inmunizados con 10 yg/mL de Pv43 y Pv52
(media= 344,7 £ 15,33 CFS y 304 + 60,8 CFS, respectivamente) (Figura 5.3).
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Figura 5.4 Produccion de IFN-y por esplenocitos de ratones inmunizados con los diferentes
fragmentos que contienen motivos de dobles a-hélices.

5.5 Discusion

Con el objetivo de identificar nuevos antigenos del parasito como blanco para el
desarrollo de vacunas contra la malaria, en estudios previos se usaron herramientas
bioinformaticas para seleccionar proteinas que contienen motivos de dobles a-hélices
en proteinas de P. falciparum [68]. En este trabajo, se utilizaron algoritmos similares en
una busqueda piloto de antigenos ortélogos de P. falciparum en el genoma de P. vivax,
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y 50 segmentos con dobles a-hélices de P. vivax se seleccionaron y se evaluaron en
estudios de antigenicidad e inmunogenicidad; al final se identificaron cuatro antigenos
como posibles blancos para pruebas adicionales como candidatos a vacuna.

Es interesante observar que de los 50 fragmentos probados, 19 fueron reconocidos
por los plasmas de individuos que viven en areas endémicas de P. vivax en PNG y
Colombia. La mayoria de los fragmentos fueron antigénicos con una prevalencia
variable en funcion del origen de las muestras de plasma. La variacion en la reactividad
entre plasmas parece estar asociado principalmente con las diferencias en las
condiciones de transmision de la malaria en estas dos regiones [133], considerando
que PNG es altamente endémica para P. vivax y reporta una gran proporcion de los
casos de malaria, mientras que Colombia es una region de baja transmision de malaria
donde P. vivax es la especie mas prevalente (70%). Sin embargo, otros factores como
las diferencias en los antecedentes genéticos del hospedero y los parasitos, y la tasa
de transmision también pueden explicar las diferencias observadas en la frecuencia de
reconocimiento. Estos resultados son similares a los encontrados en estudios
anteriores donde se observaron diferencias en la reactividad a los antigenos con sueros
de diferentes zonas endémicas [68,149].

Ademas, es muy prometedor encontrar que ocho fragmentos fueron capaces de
inducir una respuesta de anticuerpos significativa en ratones inmunizados con la
concomitante induccion de la produccion de IFN-y por células T en seis de los péptidos.
Ademas, los anticuerpos especificos contra cuatro de los fragmentos reaccionaron con
proteinas en el parasito en los ensayos de IFA. Dos de estos anticuerpos también
fueron reactivos con antigenos ortologos de P. falciparum, aunque ninguno fue reactivo
con los antigenos del parésito de P. falciparum. Por otra parte, los anticuerpos humanos
especificos purificados por afinidad contra dos antigenos de P. falciparum fueron
reactivos con los antigenos del parasito de P. vivax. Los ocho antigenos
preseleccionados indujeron respuestas de anticuerpos aunque en un grado variable con
respecto a los titulos de anticuerpos y la cinética de anticuerpos.

Se obtuvieron resultados similares en estudios previos utilizando antigenos de P.
falciparum, los cuales indujeron altas respuestas de anticuerpos-intermedios [68]. Las
respuestas no parecen estar asociados con la longitud del fragmento ya que se
observaron altos titulos de anticuerpos en respuesta a fragmentos mas pequefios tales
como Pv43. Sin embargo, sélo cuatro péptidos (Pv43, Pv45, Pv82.02, y Pv96.03)
indujeron anticuerpos que reaccionaron con formas sanguineas de P. vivax; estos
cuatro péptidos indujeron las respuestas de anticuerpos mas altas. Los péptidos Pv43
y Pv82.02 son proteinas asociadas a cromosomas, mientras que las otras dos son
proteinas hipotéticas.

Por otra parte, anticuerpos contra Pv43 mostraron reaccion cruzada con el antigeno
ortélogo en P. falciparum, lo que podria representar una clara ventaja para el desarrollo
de vacunas contra malaria multi-especies, siempre que la reactividad cruzada que se
observé también sea con la proteina de P. falciparum en el parasito. Teniendo en cuenta
el interés sobre el Pf-P27, descrito anteriormente como un candidato a vacuna
prometedor contra la malaria [68], también se evalué la reactividad cruzada con este
antigeno; sueros de ratones inmunizados con Pv27 y anticuerpos humanos purificados
fueron reactivos contra Pf-P27 y Pv27. La homologia de los dos péptidos, Pv27 y Pv43,
respecto a su ortologo en P. falciparum es variable (60% y 83%, respectivamente). No
obstante, Pv82.02, que comparte una identidad de 60% con el correspondiente
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ortélogo, no mostro reactividad cruzada. Curiosamente, Pv45 demostro ser reactivo con
IgG humana anti-Pf-P45 purificada, por el contrario, el antigeno de P. falciparum no fue
reactivo con anti-Pv45 murino. Ninguno de los anticuerpos contra el antigeno de P.
vivax evaluados mostré reactividad cruzada con la proteina nativa en formas
sanguineas, posiblemente debido a problemas de sensibilidad de la prueba o una baja
expresion de las proteinas.

Como se esperaba, la mayoria de los péptidos indujeron una alta produccion de IFN-
y debido a la presencia de epitopes MHC-II predichos por analisis bioinforméticos.
Pv43, Pv45 y Pv52 indujeron mayores niveles de IFN-y, junto con una fuerte respuesta
de anticuerpos. Pv95 y Pv96.03 no indujeron produccién de IFN-y, estos resultados
concuerdan con el bajo nivel de epitopes de células CD4 + predichos por bioinformatica.
Cabe notar que los péptidos que indujeron la mayor produccion de IFN-y también
indujeron las respuestas de anticuerpos mas altas, lo que indica un gran potencial para
el desarrollo de vacunas. Sin embargo, debido a que no se observd una asociacion
entre la respuesta inducida y los epitopes predichos en modelos murinos, se requieren
experimentos adicionales en primates no humanos para evaluar la respuesta inmune
celular.

La mayoria de los antigenos que tienen segmentos transmembrana o estan
implicados en rutas secretoras resultaron ser poco antigénico, lo que sugiere que estos
fragmentos no pueden expresarse en la superficie del parasito o no estan presentes en
concentraciones suficientes para permitir su reconocimiento. Se requieren estudios
adicionales para determinar la localizacion de los antigenos correspondientes. Aunque
la mayoria de los fragmentos antigénicos no se asociaron con los dominios
transmembrana, y s6lo dos (Pv52 y Pv96.01) participan en vias secretoras, se ha
demostrado que las proteinas solubles liberadas en el momento de la ruptura de
esquizontes son igualmente eficaces para desencadenar respuestas inmunes [94,156].

La actividad funcional de anticuerpos producidos en ratones o seres humanos tal
como se mide por un ensayo de inhibicibn de crecimiento del parasito no pudo
realizarse debido a la falta de cultivos de P. vivax in vitro. Deben realizarse otros
estudios preclinicos, incluyendo la infeccién experimental en primates no humanos,
para hacer frente a esta pregunta.

En conjunto, los datos reportados indican que fragmentos de proteinas con motivos
de dobles a-hélices representan una fuente potencial importante de candidatos a
vacuna contra la malaria. Un andlisis mas extensivo de estos motivos deberia incluir el
total de antigenos expresados en los estadios eritrociticos del parasito.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Este trabajo estuvo enfocado en adelantar esfuerzos en el desarrollo de una vacuna
multi-estadios y multi-antigenos contra la malaria por P. vivax, especie prevalente en
Colombia y Latino América. Se centré en la caracterizacién inmunolégica de una de las
proteinas mas importantes de estadios pre-eritrociticos, la proteina CS, lo cual permitio
disefiar y evaluar un antigeno de segunda generacion basado en esta proteina.
Adicionalmente, se identificaron y caracterizaron 10 nuevos antigenos de estadios
eritrociticos basados en la seleccion de motivos conformacionales de dobles a-hélices,
4 de ellos con gran potencial para el desarrollo de vacunas. Para este trabajo se usaron
péptidos sintéticos de longitudes variables como estrategia para la produccion de los
antigenos. Lo que permitié confirmar que el uso de péptidos sintéticos representa una
estrategia prometedora para el desarrollo de vacunas, no solo por su versatilidad y
rapidez en la produccion de polipéptidos de gran estabilidad y alta pureza, sino porque
mostraron capacidad de inducir una alta respuesta inmune en modelos animales.

La primera parte de la caracterizacion de los antigenos de estudio, en todos los
casos consisti6 de la evaluacion de la antigenicidad de los polipéptidos usando
muestras de plasma de individuos residentes en areas endémicas de malaria de
Colombia y PNG. En general, siempre se observé una mayor reactividad cuando se
evaluaron los diferentes péptidos con muestras de individuos de PNG que cuando se
usaron muestras de Colombia, lo que era de esperarse debido a las diferencias en la
endemicidad de P. vivax en estas regiones.

Con respecto a la proteina CS, se observé que los péptidos correspondientes a las
regiones N-terminal, y region central repetitiva, fueron reconocidos con mayor
frecuencia que la region C-terminal, particularmente con muestras de Colombia. En la
region N-terminal, los péptidos relacionados con la region Rl fueron los méas antigénicos,
mientras que los fragmentos VK210 fueron los mas reactivos en la region central
repetitiva. Basados en la hipétesis de que anticuerpos dirigidos contra la regiéon RI
serian capaces de bloquear la invasién de esporozoitos a células hepaticas mediante
la inhibicién de la escision proteolitica de la proteina CS en esta region, se realizé una
caracterizacion para identificar la secuencia mas corta en ser reconocida por
anticuerpos anti-CS en esta region. Encontramos que los anticuerpos humanos se
dirigieron principalmente contra la region Rl “ampliado” (NPREN KLKQPG).
Adicionalmente, se demostré que anticuerpos humanos purificados especificos contra
esta region de la proteina, inhiben la invasion del parasito a los hepatocitos.

Teniendo en cuenta estas observaciones, y otras de estudios previamente
publicados, se produjo un antigeno quimérico que incluyd en un solo polipéptido la
region R, las dos regiones centrales repetitivas (VK210 y VK247) y la region C-terminal.
Este polipéptido que se denominé PvCS-NRC, demostrd ser ampliamente reconocido
por sueros de individuos naturalmente expuestos a malaria, e indujo una respuesta de
anticuerpos significativa tanto en ratones como en primates no humanos inmunizados.
De particular interés es la observacion que los anticuerpos obtenidos por inmunizacién
reconocen la proteina nativa en esporozoitos y tuvieron la capacidad de bloquear la
invasion de esporozoitos in vitro, con los tres adyuvantes usados.

En cuanto a los subfragmentos de la proteina, las regiones C y RI fueron
reconocidos con mayor frecuencia por los anticuerpos obtenidos por inmunizacion de
los animales con PvCS-NRC que los fragmentos correspondientes a la region repetitiva.
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Adicionalmente, igual a lo observado con anticuerpos de personas de areas endémicas,
la regiébn VK210 fue mas inmunogénica que la VK247.

En general, cuando el polipéptido PvCS-NRC fue formulado en adyuvantes
Montanide ISA51 y GLA — SE indujo respuestas de anticuerpos fuertes en dos de las
tres cepas de ratdn evaluados, mientras que cuando el polipéptido se formulé en AIOH
la respuesta de anticuerpos fue mas variable. Por otra parte, las dos formulaciones de
adyuvantes Montanide ISA51 y GLA — SE evaluadas en primates no humanos indujeron
una respuesta similar con relaciébn a los titulos de anticuerpos IgG, isotipos,
reconocimiento de esporozoitos y el perfil de citoquinas. Sin embargo, se observaron
algunas diferencias que podrian ser de importancia para el desarrollo clinico adicional
del polipéptido. La formulacion Montanide ISA51 indujo anticuerpos de mayor duracion,
mientras que la formulacién de GLA-SE indujo una mayor produccion de citoquinas, en
particular IL-10 y TNF-a. La inmunizacién con la proteina PvCS-NRC en primates no
humanos indujo la produccién de todos los isotipos de IgG especificos para la misma;
sin embargo, los isotipos citofilicos IgG1 e IgG3 fueron los mas abundantes. Ademas,
la respuesta tipo Thl observada con estos isotipos se confirm6 por la produccion de
IFN-y e IL-10 en ambos grupos experimentales.

En la parte final de este trabajo, se usaron herramientas bioinformaticas para
seleccionar proteinas que contienen motivos de dobles a-hélices en proteinas de P.
vivax, se evaluaron 50 fragmentos en estudios de antigenicidad. De los 50 fragmentos
evaluados, 19 fueron reconocidos por los sueros de individuos que viven en areas
endémicas de P. vivax en PNG y Colombia. Ocho fragmentos fueron capaces de inducir
una respuesta de anticuerpos significativa en ratones inmunizados y seis de los
péptidos indujeron la produccion de IFN-y por células T. Ademas, los anticuerpos
especificos contra cuatro de los fragmentos reaccionaron con proteinas nativas en las
formas sanguineas del parasito. Dos de estos anticuerpos también fueron reactivos con
antigenos ortélogos de P. falciparum, lo que podria representar una clara ventaja para
el desarrollo de vacunas multi-especies.

Uno de los mayores retos en el desarrollo de una vacuna contra P. vivax es la
evaluacion de la actividad funcional y la eficacia protectora de los antigenos candidatos.
Aungue se confirmé la antigenicidad e inmunogenicidad de los fragmentos de dobles a-
hélices, no fue posible evaluar la actividad funcional de los anticuerpos inducidos por
inmunizacion debido a la falta de cultivos continuos de P. vivax in vitro que permitiera
evaluar la inhibicion del crecimiento del parasito, lo cual constituyen la principal limitante
para estudios de este tipo. Adicionalmente, no fue posible comprobar la eficacia
protectora de las formulaciones de la vacuna PvCS-NRC en primates, debido a
dificultades técnicas en la consecucion de muestras para produccion de esporozoitos.
Por tanto, es necesario la realizacion de estudios adicionales para confirmar la eficacia
protectora de los antigenos evaluados. Estos estudios deberian incluir mezclas de los
antigenos para evaluar el posible sinergismo o antagonismo entre los diferentes
antigenos, asi como la evaluacién de diferentes adyuvantes para seleccionar la mejor
formulacién posible.

Como productos de este trabajo se cuentan 3 articulos cientificos originales
publicados en revistas indexadas internacionales, 1 revision publicadas en una revista
de alto impacto internacional; una revision en una revista nacional, 2 presentaciones en
congresos internacionales. Adicionalmente, se tienen dos articulos en preparacion.
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Péptidos de la proteina del Circumsporozoito de Plasmodium vivax

ANEXO 1

Peptide

Sequence

COLOMBIA sera (36 adults

PNG sera (38 adults sera)

sera)

Name aa n MW %! FE;;[)'S Mean OD %t FE;;[)'S Mean OD | p value®
P2 SILLVDLFPT HCGHNVDLSK 20 2207 25 6 0,14 74 74 0,39 < 0,0001
P3 HCGHNVDLSKAINLNGVNFN 20 2165 0 0,12 68 68 0,22 < 0,0001
P4 AINLNGVNFNNVDASSLGAA 20 1960 0 0,12 5 4 0,16 ns
P5 NVDASSLGAAHVGQSASRGR 20 1939 58 36 0,19 52 35 0,18 ns
P6 HVGQSASRGRGLGENPDDEE 20 2108 0 0 0,11 37 50 0,23 <0,0001
P7 GLGENPDDEEGDAKKKKDGK 20 2129 30 30 0,18 38 44 0,18 ns
P8 GDAKKKKDGKKAEPKNPREN 20 2237 6 6 0,15 76 60 0,18 <0,0001
P9 KAEPKNPRENKLKQPGDRAD 20 2290 44 44 0,60 68 55 0,18 0,001
P10 KLKQPGDRADGQPAGDRADG 20 2051 6 6 0,22 76 63 0,37 <0,0001
P11 GDRADGQPAGDRADGQPA 16 1753 11 3 0,22 74 63 0,36 < 0,0001
P12 GDRADGQPA GDRAAGQPA 16 1709 56 58 0,23 79 82 0,26 0,0008
P13 GDRAAGQPA GDRADGQPA 16 1708 44 36 0,25 68 65 0,26 0,001
P14 GDRAAGQPA GDRAAGQPA 16 1665 92 58 0,27 97 79 0,28 ns
P15 GDRAAGQPA GDRAAGQAA 16 1639 64 36 0,24 82 71 0,26 ns
P18 PAGDRAAGQPAGNGAGGQAA 20 1693 6 6 0,15 58 47 0,23 < 0,0001
P19 AGNGAGGQAAGGNAGGGQGQ 20 1556 0 6 0,13 35 56 0,25 <0,0001
P20 GGNAGGGQGQNNEGANAPNE 20 1812 6 0 0,10 39 34 0,16 < 0,0001
P21 NNEGANAPNEKSVKEYLDKV 20 2218 14 8 0,15 79 79 0,32 < 0,0001
P22 KSVKEYLDKVRATVGTEWTP 20 2306 14 0 0,10 68 68 0,24 < 0,0001
P23 RATVGTEWTPCSVTCGVGVR 20 2078 0 3 0,13 41 65 0,27 < 0,0001
P24 CSVTCGVGVRVRRRVNAANK 20 2144 25 28 0,26 70 74 0,31 < 0,0001
P25 VRRRVNAANKKPEDLTLNDL 20 2321 0 0 0,10 29 34 0,15 < 0,0001
P32 ENGAGDQPGA NGAGNQPG 16 1610 11 11 0,20 65 50 0,3 < 0,0001
P33 ANGAGNQPG ANGAGDQPG 16 1552 11 11 0,20 65 71 0,3 < 0,0001
P34 ANGAGDQPG ANGAGNQPG 16 1552 3 3 0,19 50 32 0,25 < 0,0001
P39 KAEPKNPREN KLKQP EDGAG 20 2205 53 33 0,31 45 45 0,30 ns
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P40 KAEPKNPREN KLKQPGENGA 20 2204 64 31 0,35 63 63 0,4 ns
P41 KLKQP EDGAG NQPGANGAGN 20 1891 8 3 0,15 23 35 0,3 0,0056
P42 KLKQP EDGAG DQPGANGAGN 20 1892 8 8 0,20 a7 44 0,3 <0,0001
P43 KLKQPGENGAG DQPGANGAG 20 1834 19 3 0,14 38 23 0,2 0,0046
P10.2 KLKQPGDRAD GQPAGDRADG 20 2052 6 6 0,22 76 63 0,37 <0,0001
ANGAGNQPG ANGAGNQPG
VK247 ANGAGNOPG 27 2318 14 2 0,19 67 45 0,30
GDRADGQPA GDRADGQPA
VK210 GDRADGOPA 27 2621 9 0 0,15 71 26 0,18
GDAKKKKDGK KAEPKNPREN
KLKQPGANGA GNQPGANGAG
LR263B | \OPGANGAGN OPGGDRADGO 80 7794 24 14 0,23 81 57 0,5
PAGDRADGQP AGDRADGQPA
THCGHNVDLS KAINLNGVNF
MR294 NNVDASSLGA AHVGQSASRG 61 6302 30 19 0,10 78 58 0,17
RGLGENPDDE EGDAKKKKDG K
NEGANAPNEK SVKEYLDKVR
c- ATVGTEWTPC SVTCGVGVRV
terminal | RRRVNAANKK PEDLTLNDLE 70 7668 30 19 0,17 59 43 023
TDVCTMDKCA
KAEPKNPREN KLKQPGDRAD
GQPAGDRADG QPA-PEG-
KAEPKNPREN KLKQPGENGA
PVCS- GDQPGANGAG NQPG-PEG-
NRC NNEGANAPNEK SVKEYLDKVR 137 | 15145 58 50 0,34 69 50 0,38

ATVGTEWTPC SVTCGVGVRV
RRRVNAANKK PEDLTLNDLE
TDVCTMDKCA

1. % of positive responses evaluated as OD values higher than the mean negative control+3SD.
2. OD ratio higher than 2 between the mean duplicate experimental and mean negative control OD.

3. p value calculated by Fisher’s exact test between PNG and Colombia. NS = not significant (p.0.05).
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ANEXO 2

Andlisis bioinformatico de fragmentos coiled coil y respuesta de anticuerpos contra muestras de suero de

PNG
Peptide Protein aa MW Sequence % Ratio Mean ™ Celular
Position d ; location/functi
no Name (aa nb) Lenght pept (Plasmodb.org) (%) oD omains on
PvPep2 MPv2 27 3171 SITSLSTKIVNYETKIEDLEKELKMEK 10 7 0,166 95-121
PVX_003585 .
PvPep5 | MPv5 25 2936 IADIKISLEKLKYEVKDKKDCLENV 36 24 0,238 203-227 NO hypo“;e_f'ca'
protein
(ortholog YKKELEEKAKIIEDLKDKICTLTNEVM )
PvPepl2 | MPv12 PFB0145c) 43 5039 DLKNVKNELAERDSSL 29 19 0,172 1023-1065
PVX_113335 trophozoite
PvPep27 | MR275 27 3169 | KKQNAEKELSVLIKNYDAMSEEIEEL| 6 43 0,308 | 654-680 NO exported
(ortholg protein 1
MAL6P1.37)
PVX_ 091650
— EINILTNSLLRDMMKIKNNLQKFSNL 393-415 . .
PvPep39 MPv39 (ortholog 40 4700 LNALRNSIERVLNN 19 19 0,204 272-311 430-449 Mitocondria
PF11 0210)
PVX 119385
— NETIQRMSNSLLKYEQDIETYQNEV : hypothetical
PVPepd0 | MPV40 ™ (orhoiog 31 3634 STLTOK 31 17 | 0170 | 675705 NO  rotein
PFC0235w)
PVX 092815 i
- RLANQIDEIHTSNGEEIEHLRSEYASI ~ hypothetical
PvPep4l MPv41 (ortholog 40 4651 KNDLHKIMSIMNVY 5 7 0,225 223-262 NO protein
PF11_0455)
PVX 087730 i
— NTPDYYKKITTKLQNNINNVEEYINNI B hypothetical
PvPep42 | MPv42 39 3348 TNDINILKSSID 29 26 0,239 154-192 NO protein
(PFO7_0014)
PVX_089660 chromosome
PvPepa3 | MPv43 38 4583 | SYDINALNEQVKKLREELNKVINEY | o 43 0318 | 779-816 NO associated
DDFKNKLELLYQK .
(ortholog protein
PFD0685¢)
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PVX_123385

KEVKVEVNEVGEEVNEVKEEVNEA hypothetical
PvPep45 | MPv45 p— 37 4333 eV Ve VH 57 33 0281 | 650-686 NO P otein
PF11_0207)
PvPepd8 | MPv48 | PVX_091760 36 4133 | KCLEEANEKLQTVREKVQSLKAQLS | 7 5 0120 | 3404-3440
TLISQYDHALY -
NO dynein heavy
hain
(ortholog DHVEELSKDIDNLEKDIDEIEKLWIFI ] c
PvPep11s | MPvile | o TIOR0 29 3556 o 14 12 0,156 | 1154-1182
Secretory
PVX_123480
— VEQVKKEINQINEQININETKITHLRN ) pathway /
PvPep52 | MPV52 i 30 3617 2 43 19 0217 | 176-205 NO P RIA
PFLO770w) synthetase
PVX_080640 .
= MSQDKVTRIVKEINTLKTSCEKLNAQ prefoldin
PvPep53 | MPV53 (ortholog 33 3806 'EELITO 14 10 0,153 133 NO [
PFE0595w)
vacuolar ATP
PV122430
TSFSKYVRQLEQYFDNFDQDFLSLR ) synthase
PvPep55 | MPV55 o003 33 4074 OKIBDILO 0 0 0,099 | 446-478 NO plodom
PF13_0065) subunit A
PVX 118400 SNF7 family
PvPep59 | MPV59 orthoiog 27 3233 | LEKSVKSIDENIDKYNKELNIKQKIE | 26 17 0,193 19-45 NO E otein
PF14 0397)
pvgr | PVX_123360 ETANNVSEMQKIIHTFSLDIKDFKILF Hoothetical
PV97.02 : 56 6544 | EALTRSIQMLKENIENVDREVALLKQ | 12 12 0154 | 490-454 NO ypothe
02 (ortholog HLS protein
PFLO650c)
PVX_095315
= KNLRELNKYLEELKNKMMNMEQKF Secretory
PvPep60 | MPV60 (ortholog 31 3886 SQVIKEK 5 0 0119 | 175-205 NO et
PFC0810c)
PvPep63 | MPV63 | PVX 118160 30 agsg | NNEMPETLSKUIKDINKLNEKIQKYD) 5 26 0179 | 207-236 NO
hypothetical
(ortholog NEMDETLSKLKKDINKLNEKIQKYDN protein
PvPepsl | MPvBL | GTT00% 36 4442 kKo 26 10 0206 | 208-243 NO
PVX_003960 .
= NKLVRNKMANLKRRIDEINEELLEVA hypothetical
PvPep65 | MPV65 (ortholog 30 3631 Ny 14 7 0,140 | 544-573 NO P rotein
PFB0460c)
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PvPepr2 PVX_095365 _
Gel 28 3016 | KEIQILKNQVSSLKQSIQTQNAFIQSL . ) 0107 | 18351862 NO hypothetical
K protein
PvPep73 (ortholog
PFCO0760c)
PVX_089365
PvPep77 | MPv77 o 25 2970 | KVAKYNEEISLLKQQLTYLNEKMGK 2 0 0,102 36-60 NO helicase
ortholog
PF08_0048)
PvPens2. | MPv82 PVX_122740 ETINQIDQKMEEIENNINLALEELKNL structural
02” : 02 57 6721 | DQKILELQASFTCYENEIKQVIKKIEG | 36 24 0,281 862-918 NO maintenance of
(ortholog LEK chromosome 2
MAL13P1.96)
PvPens?. | MPva2 PVX_091910 IEQLNTKMKNINENSNDSEHVNLAE kelch domain-
oef) : 03 56 6574 | FELKIAELKEDVNNINNMMKTFEMK 48 26 0,277 471-526 NO containing
(ortholog ESALEK protein
MAL13P1.96)
PVX 087730 LQNNINNVEEYINNITNDINILKSSIDD hypothetical
: ypothetica
PvPep83 | MPv83 T 38 4536 ERNERIYNN 52 33 0,287 166-203 NO brotein
PFC0345w)
PvPep87 PVX_100940 —
= KYKIEVNILNEEIAKLKSQVSTYRNDI i ypothetical
MPv87 p— 40 4696 KNISSTLDFYKST 19 10 0,137 | 5181-5220 NO brotein
PvPep86 PFL1930w)
PVX_122845 .
— NVLEYAEVIIDRQRDKINELEKKLIEL i hypothetical
PvPeps88 | MPv88 (orthoiog 40 4757 RSSSEELOKNALK ND ND ND 5-44 NO brotein
PF13 0120)
PVX_083130 .
— YPMPRLKEIINLMTDDVDILKRRIQQ i hypothetical
PvPep89 | MPv89 (ortholog 34 4103 LKSNYALL 17 2 0,106 | 1048-1081 NO orotein
PF13_0239)
LR210 PVX_00072 .
- TRRMHSELSDGNKELKKLKKNIVQS i hypothetical
PvPep90 - (ortholog 36 4164 DVLNAQLELNI 31 19 0,188 63-98 NO brotein
MPv90 PFD0520c)
PVX_081655
- FVQEYINSNIGKIEDVEMHVEKMNR .
PvPep9l | MPvo1 ortholg 37 4468 EIMOLDRTISEK ND ND ND 7-43 NO Vps53-like
PFO7_0111)

82



PVX_114000

PDFDAYNEKLDSISESIDQVKKKIDN hypothetical
PvPep92 | MPvo2 onhoiod 36 4165 OKEIKVARR 24 17 0,182 12-47 NO Poten
MAL6P1.254)
PVX_11745 .
PvPepss | MPvos 29 a5y | EKGLKDLNDKIRNYDSIENQKKELE | o ” 0243 | 145173 - hypothetical
(ortholog HLK protein
PF14 _0574)
PVPep96. | MPV96. VEAVPENAEAAPENADPVHENAEA Secretory
o o PVX_124060 37 JRAp 64 43 0442 | 773-809 Sathway |
hol 8595 I APENAEPVHENAEPVPENTVEEAA NO merozoite
+02 +02 (ortholog 26 ND ND ND 810-835 surface protein-
PF13 0107) H 9 precursor
PVX_084385 .
PVPep96. | MPVO6. - DVQRIDTINKNISTINDDVDHINSNIN ) hypothetical
03 03 (ortholog 39 4482 NINDNLHKINSH m 60 0544 | 2051-2089 NO protein
PF13 0107)
PVPep100 | MPV100 | PVX_ 111560 30 3574 | ENINLLENKVKEL TDSVEKLRTKMN | 19 0 0129 | 3857-3866
NO dynein heavy
hain
(ortholog EQIFEYIQVVDRDMAEIFSNISSVHS ) c
PvPeplsl | MPvist | (1009 33 3785 DRDUAE 21 0 0,086 | 857-889
PVX_085155 CorA-like Mg2+
PvPep101 | MPv101 30 3554 NKLTEMRRKLKIIDEKVQSVYKAIHA 38 10 0,110 314-343 422-444 transporter
(ortholog VLNN 454-476 protein
PF14 _0255)
PVX_115415 .
- NNINVLNKMYAEINQKVEAIMQHLH . hypothetical
PvPep102 | MPV102 [ (orihoiog 29 3883 S 19 0 0123 | 144172 NO P otein
PF13 0360)
MPvio4 | <-098085 SAMSKIKKQIEIYSEDIKEYKKYLQYL i
pvPep104 | MPV 29 3508 Q Q 2 2 0,168 | 792-820 No | topoisomerase
A (ortholog KK |
PFE0520c)
PVX_114430 .
PvPep106 | MPV106 29 3441 | KTIDQLDFEINDLNSKLKNYEKSVSQ | 4 36 0245 | 673-701 NO hypothetical
(ortholog NKK protein
MAL6P1.163)
PVX_111145 ELQRLEETYQKIALDYKTIERRFNNLI hypothetical
PvPep107 | MPV107 28 3513 Q Q 0 0 0101 | 590-617 NO ypothetica
(ortholog D protein
PF10_0310)
PvPep110 | MPV110 | PVX_087720 29 3600 19 14 0,174 76-104 NO
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(ortholog RTFEKLNEKLNDIRVDVNNYKTELE hypothetical
MAL7P1.165) EFKN protein
PVX_092140 structural
PvPepl112 | MPV112 29 3502 KEMEKIDDQIDRIKNNIKKLNDDLNE 26 24 0.186 1143-1171 NO maintenance of
(ortholog LTD chromos_ome
PF11_0317) protein
PVX_094420 )
PvPep121 | MPV121 29 3506 LKFNSLKDILSKLLIEMKEHENQYNN 24 21 0.235 151-179 NO hypothe_tlcal
(ortholog LTE protein
PF10_0048)
PVX_099980 major blood-
PvPep122 | MPV122 29 sogr | YNTIFYTNQLQEAQKLIAVLEKRVKV ) 19 14 0174 | 298326 | 1726-1748 | stage surface
(ortholog antigen Pv200
PF11475w )
PVX_ 117855 .
PvPep123 | MPv123 29 3455 | EKYSLIKEEIKYLNEDLDDLDNSVNV | 5 31 0,327 43-71 192211 | fypothetical
(ortholog VKK protein
PF14_0500)
PVX_099410 .
- ILRKIEHSLKGWEADYNELKGKYNS hypothetical
PvPepl125 | MPv125 (ortholog 26 3092 v 36 21 0,153 1990-2015 - protein
PFI0975¢)
PVX_084665 )
— PLMSHLNSNINDYKNELVSIVKNVSY hypothetical
PvPepl127 | MPv127 (ortholog 28 3269 LY 12 0 0,173 180-207 - protein
PF14_0356)
PVX_003985
PvPep131 | MPv131 (orholog 26 3048 DLRSYVDAVHSIKQKIKQIYTVIDDV 14 10 0,136 56-81 290 311 syntaxin
PFB0480w)
PVX_ 100770 i
— MKHVNSLAFLYNEFKNNVEDLEKTY hypothetical
PvPep145 | MPv145 (ortholog 32 3864 ENFLKAL 26 14 0,157 132 - protein
PFL1760w)
PVX_117640 .
— LKNVFVELNYIYNNLLTLRDDLNDVL hypothetical
PvPep153 | MPv153 (ortholog 31 3716 VHLIK 24 26 0,221 1690-1720 - protein
PF14_0538)
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