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VACUNACIO CONTRA LA MALARIA. PERSPECTIVA HISTORICA,
IMMUNOGENICITAT | REPTES DE FUTUR

Preambul: agraiments i introduccio

Excel-lentissim Senyor President,

Molt il-lustres Senyores i Senyors Académics,
Senyores i Senyors

Estimats familiars, amigues i amics,

Vull que les meves primeres paraules siguin d’expressid sincera del meu profund
reconeixement a la Junta de Govern de la Reial Académia de Farmacia de Catalunya en
haver acceptat el meu nomenament com a Académica Corresponent d’aquesta docta
Corporacié. Agraiment que faig extensiu als Doctors Angel Lazaro i Porta, Oriol Valls i
Planells i Ramon Canela i Arqués, membres numeraris d'aquesta Acadeémia, que, al seu
moment, varen signar la proposta de concessio d'aquest titol a la meva persona.

Abans d’entrar en matéria m’agradaria situar d’on va sorgir el meu interes per la recerca en
malaria, quines han estat les motivacions per la meva carrera professional, i fer un breu
repas de la trajectoria que m’ha dut fins aqui.

Des de la meva infantesa al col-legi Lestonnac sempre m’havia cridat molt ’atencié quan
les religioses de I’escola explicaven les seves experiéncies com a missioneres a 1’Africa.
Recordo mirar i escoltar amb forca interés les diapositives on mostraven la seva feina
solidaria, tot i que en aquell moment no em plantejava escollir una professido que tingués
relaciéo amb aquesta tematica. De fet, durant molts anys no vaig tenir gens clar que volia ser
de gran.

Al batxillerat, sempre em van agradar més les assignatures de biologia, quimica i
biomedicina, i em va semblar que la carrera de Farmacia aglutinava d’una manera molt
aplicada aquestes ciéncies. Un cop a la universitat de seguida em va atreure molt
I’assignatura de parasitologia, tot i que els primers anys no em plantejava precisament
dedicar-me a la investigacio.

El punt d’inflexi6 va venir arrel d’una experiéncia de voluntariat a un camp de treball a
Guinea Equatorial organitzat per les Carmelites Missioneres, un cop acabat el tercer curs de
la carrera. Aquell estiu a ’oest de 1’Africa vaig viure de primera ma el gran impacte que
suposava la malaria per a la gent amb qui conviviem. Vam veure en directe els estralls que
causava el paludisme a I’hospital de Bioko. Vam comprovar com els nens sovint estaven
amb febre i no venien a escola, i com els pares no anaven a treballar per patir aquesta
malaltia. Em va sobtar el contrast tan gran que hi havia entre la magnitud del problema, el
desconeixement a casa nostra, i el poc accent que s hi posava a les carreres biomediques.

Durant els altims anys a la universitat, em vaig anar interessant progressivament pel tema
de la medicina tropical, seguint avidament a la premsa les noticies que s’anaven publicant



de metges i1 cientifics com el Dr. Manel Corachan a I’hospital Clinic, el Dr. Manuel
Patarroyo 1 un jove Dr. Pedro Alonso durant els primers assaigs de la vacuna contra la
malaria SPf66, de la que tant es va parlar uns anys, abans de ser abandonada. En aquells
darrers anys de carrera ja vaig tenir clar que la meva vocacid estaria lligada a combatre
aquesta malaltia tan letal i de la que encara coneixiem tan poc. Al cinque curs vaig escollir
les especialitzacions que permetien seguir estudiant parasitologia i també biologia
molecular mentre anava rumiant la idea de dedicar-me a la recerca en aquest ambit.

Un cop llicenciada vaig estar un any col-laborant a la seccié de Parasitologia de la Facultat
de Farmacia en el grup de la Dra. Montserrat Portus dintre d’un projecte de recerca en
leishmaniosi. Durant aquest temps vaig estar sol-licitant beques i1 buscant finangament per
sortir a I’estranger a estudiar un Master que em donés no només una formacidé més
especialitzada de la que rebiem a la carrera sind també la possibilitat de fer un doctorat en
temes de malaria, especialment en vacunes.

Al 1993 vaig iniciar una carrera de 9 anys a I’estranger aprenent a fer recerca i endinsant-
me en la comunitat cientifica de la malaria. Primer completant un Master de biologia
molecular de les malalties infeccioses a la London School of Hygiene and Tropical
Medicine, la qual cosa em va permetre establir moltes connexions amb el mén de la Salut
Internacional i tanmateix em va obrir les portes per a treballar a d’altres institucions.

Seguidament a Edinburgh, Escocia, fins al 1999, fent el doctorat amb la Dra. Jana McBride
en D’estudi de respostes immunes contra la malaria, amb estades de camp inoblidables a
Malawi. Alla vaig tenir I’oportunitat de treballar amb investigadors i pediatres molt
compromesos en la recerca dels mecanismes fisiopatologics de la malaria.

I finalment vaig a anar a parar a Maryland, als Estats Units, fins el 2002, amb una estada
postdoctoral amb la Dra. Denise Doolan als laboratoris del Programa de Malaria de la US
Navy, que em va permetre treballar en models animals i aprendre sobre el desenvolupament
de vacunes contra la malaria.

Vaig tornar a Barcelona i al gener del 2003 em vaig incorporar a I’equip del Dr. Pedro
Alonso, al Centre de Recerca en Salut Internacional de Barcelona (CRESIB), on hi treballo
des de llavors en recerca en malaria, fent estades periodiques al centre col:-laborador de
Mogambic, on desenvolupem la majoria dels nostres projectes de recerca.



OBJECTIUS

La malaria o paludisme és una de les malalties infeccioses més devastadores i antigues de
la humanitat. Durant aquesta presentacié coneixerem millor perqueé és una malaltia tan
dificil de controlar i erradicar. Destacaré alguns dels principals reptes i dificultats per a
desenvolupar una vacuna, repassaré els esforcos i avengos que s’han anat assolint, i les
perspectives de futur.

Aprofundiré especialment en alldo que constitueix la meva area de recerca, centrada en la
comprensio dels mecanismes immunes induits pel parasit durant una infeccid natural, i dels
mecanismes immunes induits per les vacunes experimentals, fent un repas de la feina que
fem al CRESIB. Acabaré¢ la presentacié delineant quines serien les prioritats i els plans
d’investigacio pels propers anys.

ETIOLOGIA, CICLE VITAL i COMPLEXITAT DE LA MALARIA

La malaria als humans pot ser causada per cinc espécies diferents de protozous del génere
Plasmodium. Les dues especies més importants son el Plasmodium falciparum 1 el
Plasmodium vivax. El primer parasit predomina a I’ Africa subsahariana i és el que provoca
més mortalitat; el segon parasit, el P. vivax, és el més estes a nivell global, i responsable
d’una gran morbiditat al sud-oest asiatic, America Llatina i Oceania. En aquesta presentacid
ens centrarem fonamentalment en el P. falciparum.

World distribution of malaria, from mid-19th century to 2010

Figura 1. Mapa de distribucié de la malaria (Font: Organitzaci6 Mundial de la Salut)



Tot 1 que la carrega real de la malaltia és molt dificil de quantificar, i que la tendéncia a
nivell global és a disminuir, els informes anuals de la Organitzaci6 Mundial de la Salut
(OMS) permeten fer-nos una idea de la magnitud del problema. En 1’actualitat, la meitat de
la poblacié mundial segueix estant a risc de contraure la malaria, a un total de 106 paisos
considerats com a endémics (Figura 1). La OMS estima que al 2010 van haver-hi uns 216
milions de casos de malaria i uns 655.000 morts, 91% de les quals a I’ Africa, i 86% en nens
menors de 5 anys (World Malaria Report 2011). Un altre grup especialment susceptible és
el de les dones embarassades, en les quals la malaria provoca conseqiiencies adverses per la
salut materna 1 infantil, podent arribar fins a la mort.

L’impacte de la malaltia a nivell socioeconomic també és molt significatiu. S’estima que la
malaria requereix una despesa en salut del 15% del pressupost nacional als paisos
endeémics, i el seu cost economic resulta en una perdua del 1,3% del creixement del
producte interior brut per any a I’Africa. Mentre no es disposi d’una vacuna eficag per a
prevenir la malaria, el seu control es basa actualment en accelerar el diagnostic
(darrerament millorat per I’s de proves de diagnostic rapid), els tractaments basats en
combinacions de farmacs d’artemisinines, 1’Gs de xarxes mosquiteres impregnades i el
ruixat intra domiciliari amb insecticides contra el mosquit transmissor. Malgrat aquestes
intervencions, els parasits i mosquits desenvolupen resisténcies als farmacs i insecticides,
respectivament. Per tant és necessari produir continuament noves terapies i mesures per a
controlar i eventualment erradicar la infeccié paludica, incloses les vacunes.

La primera complexitat associada al parasit radica en la seva gran plasticitat. El
Plasmodium passa per multiples fases de desenvolupament segons el teixit parasitat,
transformant successivament la seva morfologia i composiciéo molecular. Per completar el
seu cicle vital, el parasit necessita infectar dos hostes, un vertebrat (en aquest cas I’home) 1
un invertebrat (el mosquit vector). La femella del mosquit Anopheles injecta el parasit al
torrent sanguini en forma d’esporozoit durant la picada (Figura 2). Després d’uns minuts en
circulacié sanguinia I’esporozoit envaeix les cel-lules hepatiques, on es multiplica de
manera asexuada formant uns cossos multinuclears anomenats esquizonts, que
posteriorment es lisen i lliuren milers de merozoits a la sang. La fase hepatica o pre-
eritrocitica és asimptomatica i dura entre 5 i 10 dies segons 1’especie de plasmodi.

Els merozoits rapidament envaeixen els globuls vermells i inicien una altra fase de
maduracid i replicacié anomenada fase eritrocitica asexuada. Durant aquesta fase, els
parasits es transformen des d’unes formes joves anomenades anells, creixen a trofozoits 1
finalment se divideixen fins a unes formes madures o esquizonts. Un cop lisats, els
eritrocits infectats lliuren desenes de merozoits a la sang. En aquest moment es produeix la
primera simptomatologia de la malaria, caracteritzada per un intens pic de febre, tremolors,
dolors musculars, etc, i es poden observar al microscopi optic les formes caracteristiques en
gotes grosses de sang que permeten el diagnostic etiologic. En mostres de sang periférica
només son visibles les formes immadures (anells) doncs les madures (trofozoits i
esquizonts) es troben segrestades als organs profunds mitjancant mecanismes moleculars
d’adhesiéo que impedeixen que els parasits siguin eliminats a la melsa. L’adheréncia dels
parasits madurs a capil-lars sanguinis de les visceres esta associada a patologies perilloses
com ara el coma i la malaria cerebral que ¢és la manifestacié més letal de la malaria greu
(Figura 3). Si la infecci6 no es controla a nivell immunoldgic o amb tractament



farmacologic, els merozoits envaeixen nous eritrocits i perpetuen el cicle, 1 aixo pot portar a
una anémia greu i a d’altres complicacions vitals (respiratories, renals, hepatiques), fins i
tot a la mort.
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Figura 3. Parasits madurs a capil-lars sanguinis en teixits cerebrals post mortem. (Font:
C. Dobafio, Malawi)



Durant el desenvolupament i multiplicacié sanguinis, alguns parasits es diferencien en
formes sexuades (gametocits masculins i femenins) que constitueixen les formes infectives
pel mosquit i que permeten la seva transmissié en ser ingerits durant una altra picada. Un
cop al mosquit es produeix la fecundacio i el zigot resultant evoluciona i es desplaga fins a
convertir-se en 1’esporozoit que envaeix les glandules salivaries, des d’on podra infectar
una altra persona durant la propera picada.

Aquesta metamorfosi continua del parasit de la malaria condiciona la capacitat del sistema
immune huma per a poder controlar la infecci6. Una infeccid presenta milers de proteines
al sistema immune, que son diferents a cada fase del cicle vital del protozou. Més encara,
els farmacs 1 les vacunes actuen de manera especifica a cadascuna d’aquestes fases. Aixo
vol dir que si, per exemple, una proteina a la superficie de I’esporozoit fos una diana
d’anticossos protectors, aquests anticossos en general no reconeixerien les proteines
expressades posteriorment a la fase sanguinia asexuada del cicle vital del parasit, fins i tot
si aquells anticossos fossin induits a nivells molt elevats mitjangant la vacunacio.

La segona complexitat associada al Plasmodium radica en el seu gran tamany. Es tracta
d’un patogen molt més complex que un virus, un bacteri o un fong. De fet, encara no ha
estat possible desenvolupar cap vacuna contra parasits humans d’aquestes caracteristiques.
La seqiiencia del genoma de 26-30 megabases del P. falciparum, publicada al 2002 a la
prestigiosa revista Nature (Gardner et al. 2002), consta de fins a 6.000 gens en 14
cromosomes. Una complicacié addicional és que moltes de les proteines produides per
aquests gens son polimorfiques o variants. Aixd vol dir que la majoria dels antigens
exposats al sistema immune son diversos entre soques diferents del parasit, i/o tenen la
capacitat de variar durant el curs d’una infeccid clonal. D’aquesta manera, el parasit
evadeix la resposta immune a través de la presentacié d’epitops diversos. Aquesta diversitat
antigénica constitueix sens dubte un dels reptes més importants pel desenvolupament de
vacunes per a prevenir la malaria.

Una altra rao per la qual ha estat molt dificil desenvolupar vacunes contra el plasmodi ¢és la
complexitat de la propia resposta immune humana. Aquesta resposta és en gran part un
reflex de la genética humana, I’edat de 1’hoste i la dinamica de transmissié del parasit. El
parasit i ’home han conviscut durant molts segles i certament la infecci6 paltidica ha
modelat el genoma huma. Una prova d’aixd és que 1’espécie humana ha retingut al-lels
deleteris a alguns dels seus gens perque al llarg de 1’evolucid han protegit contra la malaria.
Per exemple, poblacions africanes que viuen en zones endémiques de malaria tenen una
freqiiencia més elevada d’individus heterozigots per a hemoglobinopaties com ’anémia
falciforme o les talassémies, perqué aquests trets evolutius els hi ha proporcionat una
avantatge per estar associats a un menor risc de malaria (tot i que els mecanismes
fisiologics soén desconeguts). Finalment, la epidemiologia de la malaria, que depén de la
intensitat 1 estacionalitat de la transmissié del parasit, condiciona el patré d’adquisicid
d’immunitat natural enfront del parasit i es desenvolupa d’una manera diferencial segons el
patrd d’exposicio a la infeccid paludica. Aquest fet t¢ implicacions a 1’hora d’entendre
quins mecanismes poden ser responsables de I’adquisicio d’immunitat.



EVIDENCIES QUE INDUIR IMMUNITAT CONTRA LA MALARIA
ES POSSIBLE

Fins ara he assenyalat quines son les principals dificultats per a lluitar contra el parasit de la
malaria 1 desenvolupar mesures de control eficaces. Ara em centraré en quins son els
motius per tenir esperances que aquesta infeccid es pot prevenir i curar. Malgrat totes les
complexitats esmentades, dues observacions fonamentals recolzen el concepte que és
factible induir una immunitat contra el Plasmodium 1 per tant €s factible desenvolupar una
vacuna.

En primer lloc, les persones que viuen en arees on la malaltia és endémica i1 estan
exposades a repetides infeccions per P. falciparum des del naixement desenvolupen una
immunitat clinica. Aquesta immunitat consisteix en una disminucié amb 1’edat de la
incidéncia de la malaria acompanyada normalment d'una disminucié important de la
densitat parasitaria als individus infectats. D’aix0 se’n diu immunitat natural adquirida.
Aquesta immunitat en primer lloc protegeix de la mort i la malaria greu, seguidament de la
simptomatologia i finalment de la infeccid, encara que mai completament, per aixo
s’anomena “no esterilitzant”. Com a resultat, en zones de transmissio estable de malaria, la
gravetat de la infecci6 es concentra en els dos primers anys de vida, disminueix després
dels 5-10 anys d'edat i pot portar als nens més grans i als adults a periodes amb infeccio
parasitaria, sovint submicroscopica, pero sense simptomes clinics. En aquests casos, la
presencia de parasits sovint es pot detectar només per técniques moleculars més sensibles
com la reaccié en cadena de la polimerasa o “PCR”. No deixa de ser sorprenent com una
infeccid que en certes circumstancies pot ser tan letal, en altres circumstancies pot
esdevenir asimptomatica i perdurar en sang sense aparentment conseqiiéncies cliniques per
a l’individu. En zones de baixa endemicitat, perd, on la transmissié de la malaria és
inestable o epidémica, aquest patré canvia completament, de manera que la immunitat
natural no s’adquireix d’una manera tan eficag i la infeccid per Plasmodium pot
desencadenar conseqiiéncies greus també en adults.

Malgrat con¢ixer-se les caracteristiques epidemiologiques d'aquesta immunitat protectora
(Doolan, Dobafio & Baird 2009), encara no se sap amb certesa quins son els seus principals
determinants. De qué depén que s’adquireixi aquesta immunitat? Depén fonamentalment
del patro i1 freqiiéncia d’exposicié a la infecci6o? Hi ha soques de Plasmodium més
virulentes que d’altres? O depén de factors intrinsecs de 1’hoste, com I’edat i la maduresa
del sistema immune? Fins ara no ha sigut possible destriar entre aquestes possibilitats i
s’han proposat hipotesis en totes direccions.

De manera similar, es desconeixen els mecanismes immunes subjacents a 1’adquisicid
d’immunitat natural i1 aquesta ignorancia ha estat el principal impediment per al
desenvolupament racional d'una vacuna per la malaria. Després de nombrosos estudis sobre
la resposta immune humana contra P. falciparum, no ha estat possible definir amb certesa
quins dels 5000-6000 antigens contribueixen principalment a la immunitat, ni identificar les
respostes de I’hoste que es correlacionin amb aquesta immunitat. Donada la complexitat del
parasit i la quantitat de respostes immunes que poden estar involucrades, és probable que
multiples mecanismes efectors dirigits contra multiples antigens expressats en multiples
fases del cicle vital siguin rellevants en la proteccid. Trobar aquestes “signatures” de



protecci6 és matéria d’intensa recerca, sobretot actualment que disposem de les noves eines
que ens proporciona les tecnologies de les omiques.

L'inica evidéncia clara de la importancia d’un component del sistema immune en la
proteccio contra la malaria prové dels estudis classics de transferéncia passiva d’anticossos
conduits per metges anglesos a principis dels anys seixanta (Cohen, McGregor &
Carrington 1961). Aixi, el tractament de nens tailandesos amb una infeccié aguda per P.
falciparum amb immunoglobulines (Ig) purificades a partir de sang d’adults immunes
d'Africa de l'oest va resultar en una disminucié drastica de la parasitémia i la curacid
d’aquest nens. Aquests experiments van ser reproduits als anys noranta per investigadors
francesos (Sabchareon et al. 1991), que van proposar que anticossos citofilics (IgG1, IgG3)
especifics de proteines de superficie del merozoit son mecanismes efectors antiparasitaris
que intervenen en aquesta proteccid. Encara que no es coneix l'especificitat d'aquestes Ig
protectores, es creu que les activitats fagocitiques i1 fixadores del complement, aixi com
accido aglutinadora d’antigens variables de superficie d'eritrocits infectats, estarien
associades al control de la infecci6 en fases sanguinies. Estudis immunoepidemiologics van
mostrar una certa correlacié entre I’activitat aglutinadora del sérum in vitro i un menor risc
prospectiu de malaria clinica (Marsh ef al. 1989).

En contraposicio a les respostes humorals, no hi ha evidéncies solides del paper de les
respostes cel-lulars en el desenvolupament de la immunitat en humans, en part per les
limitacions a I’hora d’estudiar-les en poblacions infantils africanes. Es creu que l'accio
combinada de diverses cél-lules leucocitaries (mondcits/macrofags, natural killers,
linfocits) 1 la producci6 de certes citocines i quimiocines, determinen l'equilibri entre
resposta protectora i patogeénica.

La segona evidéncia de que és possible induir una immunitat contra la malaria, en aquest
cas d’una manera experimental, deriva de la prova de concepte duta a terme als Estats Units
d’Ameérica a finals dels anys seixanta. Els insignes malariolegs Nussenzweig van demostrar
que la immunitzacié de ratolins amb picadures de mosquits amb esporozoits atenuats per
irradiaci6 protegia enfront una infeccid per Plasmodium (Nussenzweig et al. 1967). Aquest
fet, primer demostrat en models animals, inclosos simis, es va reproduir posteriorment en
humans i va obrir la via per al desenvolupament de les primeres vacunes experimentals
contra la malaria, inicialment enfocades en atacar les fases pre-eritrocitiques de la infeccio.

FASES INICIALS DEL DESENVOLUPAMENT DE VACUNES
CONTRA LA MALARIA

Un cop establert el principi que la immunitzacid experimental amb el plasmodi atenuat era
capa¢ d’induir una proteccié immune enfront infeccions experimentals amb plasmodi, es va
iniciar la cursa per a desenvolupar la primera vacuna. En aquestes fases inicials i durant 3
décades es va treballar sota la premissa que la immunitzacidé amb esporozoits sencers
irradiats generada per picada de mosquit, tot i ser altament eficag, no era logisticament
factible per produir-se industrialment ni implementar-se a gran escala. Per tant, els esfor¢os
es van centrar en identificar antigens especifics del P. falciparum que poguessin induir una
immunitat similar a 1’observada amb el parasit sencer. Aquesta assumpcidé ha estat
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recentment qliestionada, obrint una de les arees de recerca en vacunes de malaria més
engrescadores en l’actualitat. Aquest capitol, pero, el reprendrem cap al final de la
presentacio.

Durant els anys setanta, doncs, el primer gran repte al que s’enfrontaven els vacunolegs era
definir quin(s) antigen(s) del parasit, entre els milers possibles que s’intuien, era el més
rellevant i podria esdevenir la base d’una primera vacuna sub-unitaria. De cara a
seleccionar proteines candidates a formar part de futures vacunes, es van seguir una série de
criteris racionals:

- Les proteines havien de ser abundantment expressades al parasit.

- Les proteines havien de ser preferentment expressades a la superficie del parasit, de
manera que serien accessibles al sistema immune.

- Les proteines havien de ser essencials per a propagar el cicle vital del parasit, per
exemple intervenint en mecanismes d’invasid o d’adhesido a cél-lules diana, o
d’evasi6 del sistema immune.

- El bloqueig d’aquestes proteines mitjancant mecanismes immunes efectors
idealment havia de mitigar els efectes patologics de la infeccid, com I’anémia greu,
la malaria cerebral, o la malaria placentaria durant I’embaras.

Donades les multiples fases del cicle vital del parasit, el resultat de la vacunaci6 variaria en
funci6 de la fase en que s’expressés la proteina seleccionada com a candidata a vacuna:

- Si la proteina s’expressa en fase pre-eritrocitica, la resposta immune induida estara
encaminada a frenar el desenvolupament del parasit al fetge, i per tant a interrompre
la infeccid posterior en sang. Aquestes son les anomenades vacunes pre-
eritrocitiques que si son eficaces poden prevenir la malaltia.

- Si la proteina s’expressa en fase eritrocitica asexual, la resposta immune induida
estara encaminada a frenar la multiplicacié del parasit als eritrocits, 1 per tant a
disminuir la densitat parasitaria i mitigar la simptomatologia i patogénia. Aquestes
son les anomenades vacunes eritrocitiques que tot i no prevenir la infeccio
sanguinia, si son eficaces poden prevenir la morbiditat i la mort.

- Si la proteina s’expressa en fase eritrocitica sexual o al mosquit, la resposta immune
induida estara encaminada a frenar la transmissid del parasit al mosquit o el seu
desenvolupament a dins del mosquit. Aquestes van ser anomenades vacunes
bloquejadores de la transmissid, i tot i no prevenir la infeccié sanguinia i la
morbiditat a I’individu vacunat, si son eficaces poden tenir un impacte a nivell
poblacional en reduir la transmissié del parasit (per aixd també es van anomenar
“vacunes altruistiques”).

Abans d’endinsar-nos en quins han estats els antigens més investigats i testats com a
vacunes experimentals a cadascuna d’aquestes estratégies, cal esmentar que els avencos
assolits durant els anys setanta i vuitanta van ser possibles per dues fites cientifiques
fonamentals:
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- L’establiment del cultiu in vitro del P. falciparum per Trager i Jensen (1976), un
punt d’inflexi6 en la recerca de la malaria que ha permes estudiar el parasit a nivell
molecular. Fins a dia d’avui, pero, i malgrat els esfor¢cos de molts investigadors,
encara no ha estat possible trobar les condicions idonies per a mantenir en cultiu
I’altre parasit huma rellevant des del punt de vista sanitari, el P. vivax. Aixo
constitueix un gran coll d’ampolla que en gran mesura explica perque la recerca en
P. vivax esta més endarrerida que la recerca en P. falciparum.

- El boom de la biologia molecular i I’era del clonatge genétic, que va permetre
descobrir i expressar la majoria dels gens que codifiquen les proteines que van ser
posteriorment explotades com a possibles vacunes

VACUNES PER A PREVENIR LA INVASIO CEL-LULAR DEL PARASIT DE LA
MALARIA

Les vacunes candidates capdavanteres han estat aquelles que inclouen antigens involucrats
en la invasié de les formes pre-eritrocitiques o eritrocitiques del P. falciparum a cél-lules
diana de I’hoste. La invasi6 cel-lular és un procés complex on hi participen seqiiencialment
miltiple proteines, moltes d’elles redundants. Es improbable que una vacuna basada en una
sola proteina pugui ser suficient per a frenar el cicle vital, per tant la majoria d’estratégies
es basen en vacunes multi-antigeéniques.

Antigens pre-eritrocitics: PFCSP, PFTRAP

Arrel del descobriment que els esporozoits atenuats eren capagos d’induir una immunitat
esteril, els primers investigadors es van centrar en identificar els antigens expressats a
aquest estadi. El primer antigen identificat va ser la circumsporozoite surface protein
(CSP), la principal proteina de la superficie de 1’esporozoit, implicada en la invasi6 de les
glandules salivals del mosquit, la mobilitat del parasit i la invasi6 dels hepatocits. A més a
més, CSP ¢és diana de respostes immunes humanes després de 1’exposicié a la infeccid
natural. CSP té¢ una mida molecular de 58 kD i conté una regi6 central de repeticié de
seqiiencies d’aminoacids flanquejada a cada costat per una regié no repetitiva. La regio
central conté aproximadament 41 repeticions d’aminoacids de seqiiencies NANP
(asparagina, alanina, asparagina, prolina) i un nombre menor de seqiiencies NVDP
(asparagina, valina, acid aspartic, prolina). La funci6 de la regid de repeticid central és
encara desconeguda, perdo probablement ofereix un avantatge adaptatiu significatiu al
parasit, ja que esta altament conservada entre diferents soques de P. falciparum. Aquesta
regi6 ¢és immunodominant i conté epitops de limfocits B que son la principal diana dels
anticossos induits per CSP. La regié N-terminal de CSP esta millor conservada entre les
soques de P. falciparum i1 conté un motiu de 5 aminoacids involucrat en la uni6 i invasio
cel-lulars. La regié C-terminal també esta implicada en la invasio i la mobilitat, perd a
diferéncia de la N-terminal, és molt polimorfica. La regié C-terminal conté tant epitops
reconeguts per limfocits B com per limfocits T (denominats Ty2R 1 Ty3R) que mostren un
alt nivell de polimorfisme als aminoacids. Aixod tedricament podria derivar en la selecci6 de
parasits amb seqiiencies de CSP divergents a les seqiiéncies del serotip de la vacuna, que
podrien escapar la seva accid i eventualment portar a una menor eficacia, tot i que els
estudis que hem dut a terme fins ara no han mostrat evidéncies d’aquesta mena de seleccio
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(Enosse, Dobatfio et al. 2006). CSP és la base de la vacuna més avangada i que tractarem
després en un capitol separat.

Un altre antigen de fase pre-eritrocitica desenvolupat com a vacuna per investigadors de la
Universitat d’Oxford ¢€s la thrombospondin related adhesive protein (TRAP), una proteina
essencial per a la mobilitat de 1’esporozoit, i que a diferéncia de la CSP presenta una série
d’epitops amb seqiiencies conservades reconegudes per limfocits T d’individus africans
exposats a malaria.

Antigens eritrocitics del merozoit: PIMSP-1, PIMSP-3, PFAMA-1

En paral-lel als avencos de les vacunes pre-eritrociticas, als anys vuitanta es va obrir una
linia de recerca per desenvolupar vacunes eritrocitiques adrecades a prevenir la malaltia.
Els antigens escollits com a candidats a vacuna estaven expressats als merozoits (formes
infectives dels hematies) i complien una série de requisits:

- Els individus de zones endémiques de malaria tenen alts nivells d’anticossos IgG al
seu plasma contra aquestes proteines. Aquests anticossos, normalment dels isotips
citofilics IgG1 1 IgG3, s’adquireixen amb un patrd caracteristic depenent de 1’edat
en paral-lel a ’adquisici6 de la immunitat protectora (Figura 4)
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Figura 4. Patr6 caracteristic de nivells d’anticossos IgG contra antigens de P. falciparum
de fase sanguinia adquirits durant els primers 5 anys de vida en nens africans (Font: J.J.
Campo & C. Dobafio, CRESIB).

- Anticossos que reconeixen aquests antigens bloquegen la invasi6 dels merozoits als
eritrocits /0 la multiplicacio intracel-lular in vitro.

- Immunitzacié de models animals (ratolins i micos) amb vacunes basades en aquests
antigens protegeix enfront una infecci6 experimental amb P. falciparum.
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Dintre d’aquest grup d’antigens, la familia més extensa esta constituida per les proteines de
la superficie del merozoit (merozoite surface proteins, MSP). La més abundant i estudiada
¢és la PIMSP-1, que cobreix tota la superficie del merozoit. Aquesta proteina és molt gran i
presenta multiples dominis, alguns conservats i altres polimorfics. El desenvolupament de
vacunes s’ha centrat en el fragment C-terminal, molt immunogénic en poblacions
endémiques 1 Unic tros que persisteix al merozoit despres de la invasio de 1’eritrocit. Una
vacuna basada en aquesta proteina va ser portada a assajos clinics a ’est d’Africa perd
malgrat les fortes expectatives creades, no va resultar eficag. Un possible motiu del fracas
d’aquesta vacuna és que el serotip inclos en la formulacié no coincidia amb el principal
serotip dels parasits circulants a la poblacié on es va testar. Ara per ara, el futur de vacunes
basades en aquest antigen és dubtds.

Un cas especial és el de la proteina PEIMSP-3. Aquest antigen va ser descobert per cientifics
de I’'Institut Pasteur durant els experiments de transferéncia passiva d’anticossos dels anys
noranta, esmentats anteriorment. Els investigadors francesos van establir que l’activitat
anti-parasitaria observada in vivo correlacionava amb la capacitat d’anticossos especifics de
PfMSP-3 d’inhibir el creixement in vitro del P. falciparum, en cooperacié amb mondcits.
Aquest mecanisme anomenat antibody dependent cellular inhibition (ADCI) depenia de
’activitat citofilica dels anticossos IgG1 i IgG3 contra PfMSP-3 i es va proposar com a
mecanisme responsable de 1’adquisicié d’immunitat contra la malaria. El problema és que
aquests experiments in vitro no han estat reproduits a d’altres laboratoris i per tant no és un
model universalment acceptat per la comunitat cientifica. Malgrat aquests dubtes, PfMSP-3
ha estat desenvolupada com a vacuna i testada a assajos clinics a 1’oest d’Africa amb
resultats preliminars prometedors.

El darrer antigen d’aquest bloc s’anomena apical membrane antigen (PfAMA-1). Es tracta
d’una proteina essencial per a la invasio de Deritrocit i que indueix els titols d’anticossos
especifics més elevats coneguts durant infeccions naturals (Campo, Dobafio et al. 2009). La
seqiiencia d’aminoacids de PFAMA-1 conté un niimero elevat de mutacions puntuals que
genera una diversitat serologica important. Una vacuna basada en un serotip d’aquesta
proteina va estar portada a assaigs clinics a I’oest d’Africa. Malgrat no resultar eficag a
I’analisi primari, un sub-analisi centrat en individus infectats amb parasits del mateix
serotip que ’antigen de la vacuna va mostrar una certa proteccié contra la malaria. Per tant,
com la resposta induida per aquesta vacuna és especifica de soca, s’ha proposat que la
vacuna PFAMA-1 només sera efica¢ si inclou una combinacié dels principals serotips
presents a les poblacions del parasit. Estudis recents han definit que es necessita un minim
de 3-4 serotips de PFAMA-1 per induir una immunitat efica¢ que cobreixi totes les soques
de parasit circulant, i aquesta és la formulacié de la segona generacié de vacunes PFAMA-1
que properament sera testada en assaigs clinics.

Finalment, una nova proteina ha estat proposada recentment com el possible tald
d’Aquil-les del P. falciparum. Es tracta de la proteina del merozoit PfRHS, que s’uneix al
seu receptor basigin a I’eritrocit, 1 és essencial per a la invasio. Segons un treball publicat al
2011 a la revista Nature (Crosnier et al. 2011), el bloqueig d’aquestes molécules impedeix
completament la invasid i el parasit no mostra mecanismes d’infeccid alternatius,
contrariament al que s’ha observat amb d’altres antigens. Tot i que aquesta proteina no
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sembla estar exposada al sistema immune en condicions naturals, ara per ara constitueix el
candidat més esperancador per a una futura vacuna de fase eritrocitaria.

VACUNES PER A PREVENIR L’ADHESIO A CEL-LULES DIANA I LA
PATOLOGIA DE LA MALARIA

Antigens eritrocitics de la superficie de I’eritrocit infectat: PFEMP-1

Als anys noranta es va obrir una nova linia de recerca en vacunes de la malaria arran del
clonatge de I’anomenada erythrocyte membrane protein (PfEMP-1), expressada a la
superficie dels eritrocits infectats. Aquesta proteina, altament complexa i de gran mida, esta
codificada per una familia de gens variants (var genes) amb 50-60 copies al genoma del P.
falciparum de les que en un moment donat només s’expressa una variant. La seva
estructura es divideix en diversos dominis anomenats duffy binding domains (DBL),
cadascun dels quals té afinitat d’uni6 a receptors cel-lulars especifics de 1’hoste com
I’'ICAM-1, el CD36 o el CSA. PfEMP-1 és un antigen molt atractiu com a diana
d’estrategies d’immunitzaci6 experimental per dos motius:

- PfEMP-1 és la principal responsable de I’adheréncia dels parasits madurs a
receptors cel-lulars de 1’hoste, 1 per tant la seva expressio esta associada al segrest
de parasits als organs profunds. Com he esmentat, ’acumulacié de parasits en
teixits vitals és un dels principals mecanismes fisiopatologics de la malaria cerebral
1 la malaria placentaria durant I’embaras.

- PfEMP-1 ¢és també la responsable del fenomen de la variacié antigénica, que
propicia I’evasi6 del sistema immune i la perpetuacio de les infeccions paladiques,
d’una manera similar al que s’ha descrit pel protozou de la tripanosomiasi africana.

Vacunes basades en dominis o fragments de la PFEMP-1 tenen com a objectiu principal
induir anticossos que bloquegin 1’adheréncia o aglutinacié dels parasits a cél-lules i teixits
humans 1 la posterior patologia. La majoria d’aquestes vacunes estan encara en fases pre-
cliniques 1 desconeixem com funcionaran en assaigs clinics en humans. Malgrat el concepte
de les vacunes basades en PfEMP-1 és forca atractiu, la gran diversitat antigénica
d’aquestes proteines pot resultar un gran handicap per a la seva definitiva implementacio.

Toxines: glicosil fosfatidil inositol (GPI)

Finalment, dintre de les vacunes dirigides a les fases eritrocitiques del parasit, existeixen les
“vacunes anti-toxiques” desenvolupades a laboratoris australians i americans (Schofield et
al. 2002). Aquestes vacunes es basen en un concepte diferent enfocat a induir una resposta
immune contra toxines del parasit resultants de reaccions immuno-patologiques
exacerbades, de manera que no controlarien la parasitémia sin6 que la malaltia associada.
Les dianes més estudiades son molécules no proteiques de naturalesa glicolipidica, com el
GPI, que tenen funcié d’ancoratge d’alguns dels antigens esmentats anteriorment (com
PfMSP-1) a la membrana del parasit. L’objectiu d’aquestes vacunes ¢és induir anticossos
especifics contra GPI que neutralitzin aquesta possible toxina paltidica. Una de les
dificultats més grans per a desenvolupar-les a gran escala ha sigut estandarditzar la sintesi
d’aquestes substancies a nivell industrial amb la puresa requerida per grau GMP.
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VACUNES PER A PREVENIR LA TRANSMISSIO DE LA MALARIA

Antigens de fases sexuals: P230, Pf45/48

El darrer tipus de vacunes de malaria esta basat en induir respostes neutralitzants mitjancant
anticossos que reconeguin antigens expressats als gametocits, les formes sexuals del parasit
que son infectives pel mosquit transmissor. Tot i que fa temps que els dos principals
antigens candidats van ser identificats i clonats (Pf230 i1 Pf45/48), les vacunes
bloquejadores de la transmissid van estar negligides durant molts anys perqué no es
consideraven tan prioritaries com les anteriors. La situacio ha canviat radicalment
recentment arrel la iniciativa MalERA coordinada des del CRESIB pel Dr. Pedro Alonso.

Impulsat per la Fundacié Bill i Melinda Gates i rapidament secundada tant per I’OMS com
per la comunitat cientifica, s’ha produit un canvi de paradigma des del control cap a
Perradicacio de la malaria. MalERA va consistir en un procés sistematic de consulta a
experts a nivell global per a definir plegats 1’agenda cientifica d’investigacié que hauriem
de desenvolupar per a erradicar la malaria (Alonso ef al. 2011). Fruit d’aquest procés de
reflexio 1 intercanvi, una de les recomanacions més importants en I’ambit de les vacunes ha
estat que per assolir I’eliminaci6 de la malaltia les vacunes havien d’estar dirigides a reduir
la transmissid del parasit. Aquesta recomanaci® ha estat adoptada per la majoria
d’organismes internacionals que ara han col-locat com a prioritaria la recerca en aquest
tipus de vacunes, i per tant I’increment en el seu finangament resultara ben aviat en una
acceleracio del desenvolupament clinic.

DESENVOLUPAMENT CLINIC DE LA VACUNA EXPERIMENTAL
DE LA MALARIA RTS,S

RTS,S ¢és el candidat de vacuna antipaludica clinicament més avangat al mon. Es tracta
d’una proteina recombinant que fusiona una part de la CSP amb l'antigen de superficie del
virus de I’hepatitis B, i s’estructura en forma de particules virals. Es tracta, doncs, d’una
vacuna dual que tant podria prevenir la malaria com 1’hepatitis B. En combinacié amb un
sistema d’adjuvants (ASO) patentat per GlaxoSmithKline (GSK), RTS,S indueix la
produccid d'anticossos i1 limfocits T contra CSP i esta encaminada a disminuir la capacitat
del parasit de la malaria per infectar, desenvolupar-se, i sobreviure al fetge huma. En els
assaigs clinics, RTS,S va ser la primera vacuna candidata a demostrar que pot protegir els
nens petits 1 els nadons en arees endémiques de malaria contra la infeccié i1 la malaltia
clinica causada per P. falciparum.

La vacuna RTS,S va ser creada el 1987 per cientifics dels laboratoris de GSK en estreta
col-laboraci6 amb el Walter Reed Army Institute of Research dels Estats Units. Aquest
institut de recerca militar america des de fa molts anys inverteix en el desenvolupament de
noves vacunes i farmacs per a combatre la malaria, ja que durant la segona guerra mundial
el plasmodi va matar més soldats americans que la propia batalla.

L'avaluacio6 clinica de la RTS,S es va iniciar en soldats als Estats Units el 1992, i adults a
I'Africa el 1998. Al 2001, GSK i PATH Malaria Vaccine Initiative (MVI), amb diners de la
Fundacio Bill i Melinda Gates, van entrar en una alianca public-privada per al
desenvolupament de la vacuna pel seu is en nens a 1’Africa subsahariana, en col-laboracié
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amb multiples centres de recerca africans, europeus i americans. Entre ells es troben les
dues institucions on hi treballo: el CRESIB a Barcelona i el Centro de Investigagcao em
Saude da Manhi¢ca (CISM) a Mogambic, un dels 6 paisos que contribueix al 60% de les
morts per malaria. Des de mitjans de la década dels noranta al centre de Manhiga es va
establir un programa de recerca en les malalties de la pobresa, entre elles la malaria com a
causa principal de la mortalitat a la zona. Quan es van iniciar els assaigs clinics pediatrics
de fase IIb de la vacuna candidata RTS,S, GSK i PATH-MVI van escollir aquest centre per
a desenvolupar I’estudi fonamental que determinaria si la vacuna progressava o no en el seu
desenvolupament clinic cap el registre.

Assaigs clinics de fase II a I’Africa

Aixi doncs, al 2003 es va iniciar 1’assaig clinic de fase IIb més gran dut a terme fins
aleshores, amb més de 2.000 nens. Aquest estudi va demostrar la viabilitat de
I'administraci6 d'una vacuna contra la malaria als nens entre 1 i 4 anys. Les troballes
d'aquest estudi, publicat a la revista medica The Lancet (Alonso et al. 2004, 2005), van
mostrar que la RTS,S va ser efica¢ durant almenys 18 mesos en la reduccié de la malaria
clinica en un 35%, i la malaria greu en un 49%. Posteriorment, es van seguir els nens
vacunats per 4 anys i es va mostrar que la vacuna era capa¢ d'induir una proteccio a llarg
termini contra la malaria fins a 45 mesos després de la vacunacié inicial (Sacarlal et al.
2009).

Al 2007 es va completar a Manhica un segon assaig clinic de fase I/Ilb, aquest cas en
lactants (Aponte et al. 2007). L’estudi va mostrar que després d'un cicle complet de
vacunacid, RTS,S va reduir la infeccid en un 65% durant un periode de tres mesos de
seguiment. El perfil de seguretat i tolerabilitat va ser similar al de les vacunes del programa
ampliat de vacunacions (PAV) comunament administrades als nadons. L'estudi va ser el
primer a establir la prova de concepte d'eficacia de qualsevol candidat de vacuna contra la
malaria en nadons.

Al 2008 es van completar altres dos estudis de fase IIb a Kenya i Tanzania en lactants 1
nens petits, aquest cop amb una modificacié a I’adjuvant de la formulacié de la RTS,S
(ASO1 en comptes d’AS02). Els resultats dels dos assaigs clinics publicats a la revista The
New England Journal of Medicine van demostrar que la RTS,S pot proporcionar una
proteccio significativa contra la infecci6 paladica i la malaltia clinica. Als nens d'entre 5 i
17 mesos van mostrar que RTS,S redueix el risc d'episodis clinics de malaria en un 53% en
un periode de seguiment de 8 mesos (Bejon ef al. 2008). L'estudi dels nadons va demostrar
per primera vegada que, quan s'administra juntament amb les vacunes del PAV, RTS,S
mant¢ els nivells d’eficacia (Abdulla et al. 2008). Tots dos estudis van demostrar un perfil
de seguretat prometedor.

Assaig clinics de fase ITI a I’Africa

Després d’aquests resultats positius, RTS,S va ser el primer candidat de vacuna contra la
malaria a arribar el 2009 a un assaig clinic de fase III, 1'altima etapa de desenvolupament
abans del seu registre. Aquest assaig clinic multicéntric d'eficacia a gran escala es va
dissenyar per determinar addicionalment I'eficacia i confirmar la seguretat de la vacuna
candidata a la poblaci6 diana. L’estudi esta en marxa en 11 centres de 7 paisos africans
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(Mogambic, Gabon, Tanzania, Ghana, Kenya, Malawi i Burkina Faso). Aquest assaig ha
reclutat fins a 16.000 nadons 1 nens i es tancara durant el 2014.

Els primers resultats de ’assaig de fase III en nens petits de 5 a 17 mesos d'edat es van
publicar al 2011. L’eficacia de la vacuna durant els 14 mesos després de la primera dosi es
va estimar en 55,8% contra la malaria clinica i 47,3% contra la malaria greu (The RTS,S
Clinical Trials Partnership 2011). Tot i ’esperancador d’aquests resultats inicials, es van
trobar evidéncies que ’eficacia de la vacuna disminueix amb el temps, en contrast amb els
resultats de I’assaig de fase IIb de Mogambic.

Al 2012 es van publicar els resultats d’eficacia de RTS,S per lactants de 6 a 12 setmanes
d'edat, el grup més vulnerables i que més es beneficiaria d'una vacuna efica¢ contra la
malaria. En aquests nadons, 1’eficacia de la vacuna durant els 14 mesos posteriors a la
primera dosi es va estimar en un 31,3% contra la malaria clinica i un 36,6% contra la
malaria greu (The RTS,S Clinical Trials Partnership 2012), més baixes del que s’esperava.
A més a més, un mes després de l'administracié de la tercera dosi de RTS,S, els titols
d’anticossos anti-CSP mostraven uns nivells significativament inferiors als dels nens de 5 a
17 mesos d'edat.

L’estudi no s’ha acabat i fins el 2014 s’obtindran dades addicionals que acabaran de definir
I’eficacia global i especifica de la vacuna RTS,S a I’assaig de fase III:

- Es publicara quin és I’efecte de la intensitat de transmissio de la malaria en
I’eficacia de la vacuna. El patré d’endemicitat de la malaria és molt divers entre les
poblacions on s’ha fet I’assaig. Hi ha zones de transmissié molt baixa, altres de
transmissio moderada i altres de transmissié altissima. Fins el 2013 les analisis
s’havien fet sense diferenciar les arees geografiques, perd és possible que aquesta
heterogeneitat afecti diferencialment 1’eficacia i longevitat de la vacuna.

- S’avaluara quin és I’efecte d’una quarta dosi de vacuna. Fins ara I’esquema de
vacunacié s’havia basat en 3 dosis separades per un mes. Per intentar allargar
I’eficacia de la vacuna, es va introduir una dosi de record 17 mesos després de la
tercera immunitzacid, i properament sabrem si aixo proporciona algun benefici.

Davant tots aquests resultats, una série de qiiestions resten obertes, algunes de les quals van
ser recollides a I’editorial de la revista The New England Journal of Medicine que va
publicar els darrers resultats de 1’assaig de fase I11:

- Per que la immunogenicitat i la protecci6 de la vacuna difereixen entre nens de 6 a
12 setmanes i nens de 5 a 17 mesos d’edat? Quin ¢s el rol dels anticossos materns?

- Per que en certes circumstancies la durada de 1’eficacia protectora de la vacuna és
llarga (fins a 4 anys, a 1’assaig de fase IIb de Mocambic) mentre que en d’altres
circumstancies la durada de I’eficacia de la vacuna és curta (menys d’un any, a
’assaig de fase II1)?

- CoOm influeix la transmissio de la malaria en 1’eficacia de la vacuna i en la durada
del seu efecte protector?
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- Quins son els mecanismes d’accié immunologics induits als nens protegits per la
vacuna?

- Quines son les ce¢l-lules immunes i els mecanismes immunologics que s’han
d’activar per a induir una immunitat perdurable?

Totes aquestes qiiestions fonamentals son el nucli del projecte de recerca que estem duent a
terme al grup d’Immunologia de la Malaria del CRESIB, i pel qual hem aconseguit
finangament competitiu del set¢ programa marc en salut de la Uni6é Europea (FP7) i dels
instituts nacionals de salut dels Estats Units d’Ameérica (National Institutes of Health,
NIH). Desenvoluparem un extens estudi immunologic durant els propers quatre anys en
col-laboraci6 amb set centres de recerca africans participants en ’assaig multicéntric de
fase I1I. L’objectiu final d’aquest projecte de recerca és entendre les bases immunoldgiques
de la proteccio parcial induida per la vacuna RTS,S i els factors determinants de la seva
durabilitat, per aixi poder dissenyar d’una manera més racional la segilient generaci6 de
vacunes millorades contra la malaria.

ESTUDIS D’'IMMUNOGENICITAT DE LES VACUNES
EXPERIMENTALS DE LA MALARIA

Es necessari aprofundir en ’estudi dels mecanismes immunologics induits per la RTS,S i
per les altres vacunes experimentals esmentades perqué encara no es coneix el seu mode
d’accid. Encara que pugui semblar sorprenent, aquestes vacunes han estat desenvolupades
d’una manera molt empirica (iteracions de prova i error) i no sabem encara perque en
alguns casos funcionen i perqué en d’altres no; es a dir, no disposem encara de correlats
immunes de proteccid. Part del problema ve donat perqué tampoc sabem quins sén els
mecanismes immunes responsables de ’adquisicid de la immunitat natural contra la
malaria, com he esmentat anteriorment. Per aix0 seguim investigant en paral-lel de quina
manera les respostes immunes contra aquests antigens candidats a vacuna induides en
condicions d’infeccid natural contribueixen al control de la malaria. Aixo inclou tant el
mapeig més fi dels epitops de limfocits B 1 T d’aquests antigens, com [’analisi de les
cel-lules efectores i els mediadors immunes (anticossos i citocines) que ataquen la infeccio.

Sabem que la vacuna RTS,S és capa¢ d’induir uns titols molt elevats d’anticossos 1gG
contra la regi6 central de ’antigen CSP (Aide, Dobafio et al. 2009). Aquests nivells sén
molt superiors als que CSP indueix en condicions d’infecci6 natural, segurament en part per
la brevetat en que el sistema immune esta exposat als esporozoits infectants. Per tant, si el
mode d’acci6 de la vacuna fos explicat per la quantitat d’anticossos, en aquest cas el
mecanisme seria diferent al que actua durant una infecci6 natural. Malgrat ser molt
immunogenica des del punt de vista serologic, els alts nivells d’anticossos induits per la
RTS,S no correlacionen prou bé amb la proteccid enfront la malaria clinica. Per tant, estem
investigant si la protecci6 ve donada per la qualitat d’aquests anticossos més que per la
quantitat, es a dir, si el subtip, D’afinitat i avidesa i la seva capacitat funcional sén
responsables de la proteccid parcial assolida. Una dificultat que ens trobem a 1’hora
d’estudiar la funcionalitat dels anticossos de fases pre-eritrocitiques és que no disposem
encara d’assaigs in vitro prou estandarditzats com per analitzar d’una manera reproduible si
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els anticossos especifics de CSP son capacos de neutralitzar la mobilitat de 1’esporozoit o la
invasio de les cél-lules de I’hoste.

Les vacunes experimentals eritrocitiques basades en antigens com PfMSP-1, PfMSP-3 i
PfAMA-1 han estat dissenyades per a induir alts nivells d’anticossos IgG, als quals
s’atribueix 1’accid protectora antiparasitaria. Per tant la seva immunogenicitat s’avalua
mitjancant técniques estandard d’enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) i, quan és
possible, també la seva funcionalitat. En models animals, la magnitud de la resposta d’IgG
influeix en els nivells de protecci6 assolits per les vacunes experimentals. Malgrat aixo, en
humans ens trobem amb una certa paradoxa. Al contrari del que passa amb els antigens pre-
eritrocitics com CSP, els antigens eritrocitics com PfMSP-1 i PFAMA-1 ja s6n normalment
molt immunogénics en condicions naturals, és a dir, els nens petits ja poden tenir alts
nivells d’anticossos contra aquestes proteines en plasma, i malgrat aixo, no sempre estan
protegits contra la malaria. Per tant, no esta tan clar quin és 1’avantatge que aporta la
vacunacié amb aquests antigens. Per tant, actualment el que els investigadors intenten és
avaluar la qualitat i funcionalitat dels anticossos induits per la vacuna. En el cas de PfMSP-
1 i PFAMA-1 disposem d’un assaig estandarditzat anomenat Growth Inhibition Assay
(GIA) que mesura la capacitat dels IgG purificats per a reduir el creixement in vitro del P.
falciparum. De tota manera, encara no hi ha un consens a la comunitat cientifica sobre si el
GIA realment reflexa un mecanisme antiparasitari existent in vivo, donat que en estudis
d’immunitat natural els resultats sobre la correlacio entre GIA 1 proteccid soén
contradictoris. En relaci6 a PfMSP-3, ja hem esmentat que existeix un assaig anomenat
ADCI que mesura la capacitat dels IgG per a disminuir el creixement in vitro del P.
falciparum en cooperaci6 amb mondcits, perd aquesta prova ha estat impossible
d’estandarditzar i per tant la seva significanc¢a continua sent incerta.

Les respostes cel-lulars induides per RTS,S i1 les vacunes eritrocitiques han estat molt
menys estudiades. En general, s’ha descrit que la RTS,S és capag¢ d’induir en nens i adults
respostes moderades de limfocits T helper (Ty) CD4" productors d’interleucines (IL)-2,
interferé gamma (IFN-y) i factor de necrosis tumoral (TNF), que son possibles mediadors o
marcadors de proteccid contra el parasit. Magrat aixo, en humans ha estat molt dificil poder
demostrar la induccié de respostes de limfocits T CD8". En models animals la protecci6
associada a la vacunacié amb esporozoits irradiats i amb antigens homolegs de CSP ve
donada fonamentalment per I’accié dels limfocits T CD8" mitjangant mecanismes classics
citolitics i/0 mitjangant la secrecié de citocines com IFN-y i TNF. A més a més, s’ha
demostrat que la participacié de les cél-lules natural killer (NK) i dels limfocits Ty CD4"
també son fonamentals per assolir uns nivells de proteccié adequats. Un motiu pel qual no
ha estat possible detectar nivells suficients de limfocits T CD8" especifics d’antigens de
malaria és perqué en humans només podem investigar la resposta en sang periférica, mentre
que en ratolins i micos (Epstein ef al. 2011) s’ha pogut analitzar el que passa a nivell local
del fetge, on els limfocits migren per a exercir la seva accid anti-parasitaria.

Pel paper central dels limfocits T CD8" en la vacunacié amb antigens de fase pre-
eritrocitica, s’han desenvolupat noves formulacions que permeten potenciar aquestes
respostes, com explicarem al segiient capitol. Aquestes respostes immunes son estudiades
tradicionalment per teécniques de citometria de flux i per ELIspot, i més recentment
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mitjancant la quantificacié de la transcripcid dels gens que codifiquen les proteines
involucrades en la resposta immune, com les citocines. En general, el que aquestes
técniques mesuren per establir la immunogenicitat de les vacunes ¢és la quantitat i qualitat
de les respostes cel-lulars, especificament la freqiiéncia de poblacions de limfocits T CD4" i
CDS8" productores de citocines com IL-2, IFN-y o TNF en resposta a una estimulacié in
vitro amb I’antigen de la vacuna. L’assumpci6 és que la magnitud i polifuncionalitat de la
resposta dels limfocits T especifics d’antigen correlacionara amb la proteccid assolida per
la vacuna. Aquesta correlaci6é s’ha pogut establir en models animals durant les fases pre-
cliniques d’algunes vacunes candidates, perd encara no s’ha pogut demostrar amb
consisteéncia en les fases cliniques amb vacunes humanes.

VACUNOLOGIA: FORMULACIONS I ADJUVANTS

La gran majoria dels antigens candidats a vacuna esmentats anteriorment han estat produits
com a proteines recombinants i formulades amb un adjuvant, seguint I’exemple de la
vacuna d’hepatitis B (Engerix®) que va ser la primera vacuna eficag comercialitzada per
GSK amb aquesta formulacié. Moltes vacunes candidates van fracassar inicialment per
tenir adjuvants poc potents que no resultaven suficientment immunogeniques. En el camp
de la vacunologia en general, i 0bviament també en 1’ambit de les vacunes de la malaria, ha
estat fonamental els avengos que s’han assolit per obtenir adjuvants millorats. Durant molts
anys només estava registrat per a s en humans ’hidroxid d’alumini, i aixo havia frenat
significativament 1’aven¢ de moltes d’aquestes vacunes. El desenvolupament recent de
nous adjuvants més potents (com la serie ASO de GSK, els analegs de lligands dels Toll
Like Receptors o els motius oligodesoxinucleotids CpG) ofereixen una perspectiva més
optimista per a les vacunes basades en proteines recombinants.

Malgrat aquests avengos amb els adjuvants, i malgrat ser formulacions dptimes per a induir

. g v . + " .
respostes d’anticossos 1 limfocits T CD4 ', les vacunes basades en proteines recombinants
pateixen una serie de limitacions:

- La seva produccid és llarga i complexa, sobretot quan és important mantenir la
configuracié nativa terciaria per a induir la produccié d’anticossos que depenen
d’epitops de limfocits B conformacionals.

- La capacitat per a combinar multiples proteines és limitada.

- No sén optimes per a induir respostes de limfocits T CD8", necessaries per a la
proteccid contra la infeccié paludica en fases hepatiques.

Davant d’aquestes limitacions, en el camp de les vacunes de la malaria, el VIH, la
tuberculosi 1 d’altres infeccions, els investigadors han provat formulacions alternatives
basades en vectors produits mitjangant técniques de recombinacid genctica. Als anys
noranta es van desenvolupar tota una serie de noves estratégies d’immunitzacid
fonamentades en plasmidis d’ADN 1 en virus recombinants, que permetien una major
flexibilitat a I’hora d’incloure multiples antigens o epitops basats en proteines del parasit.

Aquestes vacunes estan sobretot dirigides a induir respostes immunes cel-lulars potents, tot

i que també poden induir alts nivells d’anticossos. En I’ambit de la malaria han estat
sobretot utilitzades amb antigens pre-eritrocitics (per exemple, CSP i TRAP) donada la
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importancia de les respostes dels limfocits T (sobretot CD8") per a controlar les fases
hepatiques de la infeccio. Els vectors més utilitzats estan basats en adenovirus i en poxvirus
recombinants. La seva aplicabilitat disminueix si els individus vacunats tenen nivells pre-
existents d’anticossos contra aquests vectors virals i una manera d’evitar aquest problema
és utilitzar virus recombinants de simis en comptes d’humans.

La millor estratégia fins ara per a augmentar la poténcia de la immunitzacié amb aquestes
formulacions és utilitzar seqiiencialment dos tipus de vectors diferents expressant el mateix
antigen. Per exemple, un esquema de vacunacié efica¢ pot consistir en una primera dosi
amb una vacuna d’ADN expressant I’antigen CSP, seguida d’una o dues dosis de record
basades en vacunes de poxvirus també expressant CSP. D’aixd se’n diu vacunacio prime
boost heterdloga. Tot i desconeixer-se el mecanisme immune que el fa tan eficag, s’esta
intentant aplicar el prime-boost a un gran nombre d’esquemes de vacunacié en fase
d’assaig clinic.

Un dels avantatges més grans que aquestes noves tecnologies de vacunacié ha ofert als
malariolegs ha estat la possibilitat de combinar molts antigens en una sola immunitzacio.
Com hem comentat abans, P. falciparum té un genoma de gairebé 6.000 proteines predites
que podrien ser importants dianes immunologiques. L’explotacié de la informacio del
genoma del parasit amb les noves tecnologies de la genomica, la transcriptomica i la
protedmica, i la disponibilitat de les vacunes d’ADN i virals, han permées avangar més
rapidament en el descobriment de nous antigens i en 1’avaluaci6 a gran escala de vacunes
multi-gen 1 multi-epitop que podrien esdevenir en el futur més eficaces que les sub-
unitaries.

VACUNAR CONTRA LA MALARIA AMB PARASITS SENCERS

Malgrat les promeses de les noves tecnologies, el cert és que a principis del segle XXI, fruit
dels multiples fracassos de les primeres generacions de vacunes sub-unitaries testades a
finals del segle XX, alguns investigadors es van replantejar la necessitat de posar de nou
sobre la taula el desenvolupament de vacunes per a la malaria basades en parasits sencers,
que anys enrere havien estat considerades impracticables.

Esporozoits atenuats per irradiacio

El malarioleg Dr. Steve Hoffman, amb qui vaig treballar als Estats Units, va crear al 2002
una companyia anomenada Sanaria per a desenvolupar una vacuna contra la malaria basada
en el concepte dels esporozoits atenuats per irradiacio. El seu objectiu és produir
esporozoits aseptics purificats en vials, a gran escala, 1 injectar-los mitjancant una agulla, en
comptes de per la picada d’un mosquit. L’esperanca és que aquesta vacuna assoleixi nivells
de protecci6 esteril superiors al 90% i de suficient durada (Hoffman et al. 2002).

Després d’uns resultats d’eficacia inicialment decebedors, atribuits a que s’havia escollit la
ruta d’immunitzacié menys eficient (intradérmica en comptes d’endovenosa), durant I’estiu
del 2013 es van publicar els resultats de la primera prova de concepte exitosa obtinguts a un
assaig clinic als Estats Units. Per primer cop es va aconseguir protegir completament sis
individus adults naive mitjancant la immunitzacié intravenosa amb 5 dosis elevades
d’esporozoits irradiats (Seder et al. 2013).
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Encara que resten grans desafiaments al davant abans de poder implementar una vacuna
com aquesta a I’Africa, el cami recorregut per aquest grup d’investigadors i emprenedors i
el que han assolit és francament impressionant. Alguns dels reptes que encara estan en fase
de resolucio per a aquesta vacuna son:

- Quina ¢és la millor formulacié (volum, concentracié d’esporozoits i numero de
dosis) i possible alternativa a la ruta d’administracié endovenosa?

- Quina sera la durada de la protecci6? La proteccio sera especifica només de la soca
injectada?

- C6m de factible sera implementar la cadena de fred a les zones rurals d’Africa? La
vacuna ara mateix només es pot conservar en nitrogen liquid, i aixo fa que la
logistica de distribucié i emmagatzemament sigui prou complexa.

Parasits atenuats genéticament (GAP)

De manera similar a 1’estratégia anterior, investigadors de Seattle estan treballant per a
produir vacunes basades en parasits, sobretot esporozoits, en els quals certs gens
fonamentals pel cicle vital de les fases pre-eritrocitiques sébn manipulats genéticament
(generacio de know out) perque el parasit sigui capag d’infectar el fetge perd no pugui
progressar a fases eritrocitiques. El concepte és similar al de I’atenuacio per irradiacid, pero
es tracta d’una aproximacié més elegant i que es podra controlar d’una manera més precisa.

Després de bons resultats en models animals, els primers assaigs clinics en humans van
haver de ser interromputs per problemes de seguretat, donat que alguns parasits van escapar
la manipulacié genetica i van infectar els eritrocits. Com que la seguretat és la principal
preocupacié de les autoritats reguladores farmaceutiques, els esforcos estan actualment
centrats en aconseguir knock outs dobles que garanteixin que els parasits mutants no
revertiran a formes salvatges.

Infeccio amb esporozoits sota quimioprofilaxi amb cloroquina (CPS)

Una altra estratégia d’immunitzacié molt interessant desenvolupada pel grup del Dr. Robert
Sauerwein es basa en la infecci6 controlada d’humans naive amb esporozoits acompanyada
de tractament amb cloroquina. Aquesta aproximacid va resultar en un sorprenent nivell de
100% de proteccio (Roestenberg et al. 2009) després de la infeccié amb P. falciparum, que
a més a més va ser sostinguda en el temps (Roestenberg et al. 2011).

Actualment els investigadors holandesos estan estudiant quins son els mecanismes
immunes responsables d’aquesta proteccio, en col-laboracié amb el nostre grup al CRESIB.
Tanmateix, s’esta investigant fins a quin punt aquest model protector es pot reproduir amb
altres soques de parasit, amb farmacs anti-malarics diferents, 1 si seria factible
d’implementar com a una nova eina de prevencié de la malaria a I’ Africa.

Tots aquests estudis de vacunaci6 i infeccid controlada amb parasits sencers han donat un
nou impuls als models basats en el repte experimental amb P. falciparum. Les infeccions
controlades d’humans amb malaria sén una eina essencial per ’assaig de noves vacunes i
tamb¢ obren I’oportunitat per a desenvolupar estudis basics immunologics en individus no
préviament exposats al parasit. Com a resultat de tots aquests avengos, s’ha creat un
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Consorci internacional, que inclou el CRESIB i diverses institucions africanes, per a
estandarditzar aquest model en voluntaris humans i poder incrementar la seva utilitzacié per
a I’acceleracio de la recerca en noves mesures de control de la malaria.

Infeccio amb dosis ultra-baixes de parasits

A més a més de les immunitzacions amb formes pre-eritrocitiques del parasit, una altra
experiéncia d’¢xit ha estat la infeccid amb parasits eritrocitics. Investigadors australians van
demostrar que una infecci6 controlada amb dosis molt baixes de P. falciparum pot induir
una immunitat protectora (Pombo et al. 2002). Sorprenentment, aquesta immunitat
experimental no esta associada a respostes d’anticossos, com succeeix a la natura, sind que
a respostes immunes cel-lulars que encara no han estat ben caracteritzades.

SITUACIO ACTUAL I PRESPECTIVES DE FUTUR

Ens trobem en un moment critic en la historia de la vacunacié contra la malaria. Per una
banda, la vacuna sub-unitaria RTS,S que després de 25 anys de costds desenvolupament
havia aixecat moltes expectatives pels resultats dels assaigs clinic de fases II 1 I1I, ara també
genera molts dubtes per ’eficacia moderada de 30 % en la poblaci6é diana, els nadons.
Sobretot, I’observacié de la curta durada de la proteccio i el cost esperat de la vacuna
produeixen una gran incertesa sobre el futur d’aquesta vacuna. Per una altra banda, les
vacunes recombinants viriques i les vacunes de parasits sencers podrien constituir una
alternativa més eficag i tenir un major impacte en la disminucié de la morbiditat i mortalitat
associada al P. falciparum, un cop se superin els grans reptes logistics que encara resten.

Els resultats passats i els que han de venir s’hauran de posar en perspectiva en relaciéo amb
els objectius que la OMS va establir com a fita per a una primera generacié de vacunes de
la malaria (WHO Roadmap malaria, 2006): per 2015, desenvolupar i registrar una vacuna
contra la malaria amb una eficacia protectora de més del 50% contra la malaltia greu i la
mort i amb una durada superior a un any. Tanmateix, la poblacid diana son els nadons, tant
per ser el grup més susceptible, com perque el PAV constitueix practicament [’inic sistema
cost-eficag per a una distribucidé massiva de qualsevol vacuna que pretengui tenir una ampla
implementaci6 a I’Africa subsahariana. Tot i que aquests objectius estan en fase de revisié
per la OMS, no sembla que cap de les vacunes disponibles fins a dia d’avui superin el
llindar que s’havia establert per a recomanar el registre d’una primera vacuna.

En conclusid, mentre no disposem d’una vacuna segura, immunogenica i efica¢ que
compleixi els requisits minims establerts per la OMS, cal entendre millor com ha funcionat
I’Gnica vacuna experimental que ha mostrat un nivell de protecci6 moderada contra la
malaria: la RTS,S. Només aixi serem capagos d’avancar d’'una manera més racional envers
desenvolupar una segona generacid de vacunes que ens apropi més als objectius del
Mil-lenni i a ’erradicaci6 definitiva d’aquesta devastadora malaltia.

Hem de posar fil a I’agulla.

Moltes gracies.

Barcelona, 26 de novembre de 2012 (revisat 8 de gener de 2014).
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