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ES 2 335 094 T3

DESCRIPCIÓN

Familia de genes del tipo MSP-3.

La presente invención se relaciona con la protección contra la malaria. Más particularmente, la aplicación describe
una novedosa familia de genes que abarca el gen MSP-3 ya conocido, y que muestra la redundancia excepcional de
los epítopes expuestos, sugiriendo así, que esta familia de genes juega una parte importante en la inmunogenicidad del
parásito. La caracterización de esta familia de genes, permite la definición de novedosas composiciones de vacuna e
inmunógenas contra P. falciparum.

Los parásitos responsables de la malaria en humanos, incluyendo especialmente el Plasmodium falciparum, mues-
tran diferentes morfologías en el humano huésped y expresan diferentes antígenos como una función de su localización
en el organismo del huésped infectado. Las diferencias morfológicas y antigénicas de estos parásitos durante su ciclo
de vida en el hombre permiten que al menos cuatro etapas distintas de desarrollo se definan.

La primera etapa de desarrollo del parásito en el hombre corresponde a la forma esporozoite introducida en la
sangre del huésped por picaduras de vectores de insecto del parásito. La segunda etapa corresponde al paso del parásito
en el hígado y con la infección de las células hepáticas en las cuales los parásitos se desarrollan para formar los
esquizontes hepáticos que, cuando son maduros (por ejemplo, en el caso de P. falciparum en el 6º día después de la
penetración de los esporozoitos) liberan merozoitos hepáticos mediante rompimiento. La tercera etapa se caracteriza
por la infección de los eritrocitos de sangre por las formas asexuales (merozoitos) del parásito; esta etapa de desarrollo
eritrocítico corresponde a la fase patogénica de la enfermedad. La cuarta etapa corresponde a la formación de las
formas con la potencia sexual (o gametocitos) que llegarán a ser las formas sexuales extracelulares o gametos en el
mosquito.

Se ha demostrado repetidamente que los anticuerpos juegan una parte importante en el desarrollo de inmunidad
clínica a la malaria por Plasmodium falciparum.

En la actualidad numerosos estudios inmunológicos sugieren que los anticuerpos humanos de las subclases cito-
fílicas (IgG1 y IgG3) son particularmente críticos con el estado de premunición. Esta inmunidad anti-parásito es un
tipo de inmunidad cepa-independiente, no-esterilizante que se adquiere después de una exposición prolongada (15-20
años) al parásito. Se observa comúnmente en África y en Papua-Nueva Guinea, pero solo se ha documentado reciente-
mente en el Sud Este de Asia (Soe, Khin Saw et al. 2001). Aunque los anticuerpos pueden actuar directamente sobre
la invasión de merozoito de glóbulos rojos, el mecanismo más eficiente in vivo para el control del parásito mediado
por el anticuerpo en zonas endémicas requiere de la participación de monocitos (Khusmith and Druilhe 1983); (Lunel
and Druilhe 1989). La prueba de inhibición celular dependiente del anticuerpo (ADCI) imita esta cooperación entre
los monocitos y los anticuerpos específicos a parásitos citofílicos y se presenta hoy como el mejor marcador sustituto
in vitro de inmunidad adquirida contra la etapa sanguínea de P. falciparum.

Dos moléculas hasta ahora han sido identificados como blancos de anticuerpos humanos efectivos de ADCI, a saber
la proteína 3 de la superficie del Merozoito de 48-kDa, - de ahora en adelante designada como MSP-3 - (Oeuvray,
Bouharoun-Tayoun et al. 1994) y la proteína rica en Glutamato de 220-kDa, - de ahora en adelante designada como
GLURP - (Theisen, Soe et al. 1998). También se ha encontrado que GLURP y MSP-3 pueden inhibir el crecimiento de
parásitos in vivo por transferencia pasiva en ratones SCID P. falciparum- humanizados (Badell, Oeuvray et al. 2000).
La asociación de anticuerpos humanizados contra MSP-3 con protección clínica también se indica por un número
de estudios inmuno-epidemiológicos, que demuestran que los niveles de anticuerpos citofílicos MSP-3 específicos
(IgG1 e IgG3) se asocian significantemente con un riesgo reducido del ataque de la malaria (Roussillon 1999). Estos
estudios además han mostrado que los anticuerpos IgG3 citofílicos juegan una parte principal en la protección contra la
malaria, por lo tanto llevando soportes epidemiológicos con el concepto de que los anticuerpos contra MSP-3 pueden
controlar activamente la multiplicación del parásito in vivo por cooperación con los receptores FcγII que llevan las
células (Bouharoun-Tayoun, Oeuvray et al. 1995). Estos receptores muestran afinidad superior para las subclases IgG3
que para las subclases IgG1 (Pleass and Woof 2001). Los principales epitopes de la célula-B reconocidos por estos
anticuerpos IgG humanos han sido localizados con las secuencias conservadas en la región MSP-3212-257 (Oeuvray,
Bouharoun-Tayoun et al. 1994; Theisen, Soe et al. 2000; Theisen, Dodoo et al. 2001). La secuenciación de nucleótidos
ha demostrado que estos epitopes importantes se conservan altamente entre un número de líneas de laboratorio de P.
falciparum y aislados de campo de África y Asia (Huber, Felger et al. 1997); (McColl and Anders 1997).

Trucco et al. (2001) revela la secuencia de las proteínas de las proteínas MSP6 (ahora llamada MSP3.2) y la
MSP3 (ahora llamada MSP3.1) y su alineamiento de la secuencia. Oeuvray et al. (1994) revela la identificación de
un epitope antigénico (MSP-3b) en la proteína MSP3 y describe sus secuencias de nucleótidos y de proteínas. Este
epitope antigénico se encontró utilizando el anticuerpo MoAb 2-45 y se confirmó por la prueba de anticuerpo dirigido
contra un péptido MSP-3b sintético. El Número de Acceso Q8IJ53 describe un proteína hipotética de 424 aminoácidos,
expresada hipotéticamente a partir de un Marco Abierto de lectura pronosticado in sílico a partir de la secuencia del
genoma de Plasmodium falciparum.

Los inventores han caracterizado ahora una serie de 9 genes de P. falciparum, todos agrupados en el 3’ terminal
del cromosoma 10, que codifica las proteínas y epitopes dentro, que son todos blancos para los anticuerpos que
ocurren naturalmente en individuos expuestos a la malaria, la mediación de la destrucción de la etapa eritrocítica de

2



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 094 T3

P. falciparum por cooperación con monocitos sanguíneos, y que muestran un grado inusual de la conservación de la
secuencia entre los diversos P. falciparum aislados.

La presente aplicación revela una familia de genes aislados, denominada la familia del tipo MSP-3, los productos de
la cual tienen características comunes estructurales e inmunológicas, así como a algunos de estos genes y las proteínas
correspondientes, tomados individualmente.

Los polipéptidos antigénicos como se revela en las reivindicaciones que comprenden epitopes de dichas proteínas
novedosas, así como las composiciones polipeptídicas antigénicas que comprenden al menos dos de dichos epitopes,
también son parte de la invención.

Otros aspectos importantes de la invención son composiciones y vacunas inmunógenas contra la malaria, que
comprenden como un inmunógeno un polipéptido o una composición polipeptídica como se menciona anteriormente.

Los anticuerpos recombinantes y parte de estos, que reaccionan en cruz con varios productos de la familia de genes
del tipo MSP-3, también se revelan, ya sea tomados como tales o en un medicamento para inmunoterapia pasiva o en
un kit para el diagnóstico in vitro de la malaria.

La aplicación revela métodos para el diagnóstico in vitro de la malaria en un individuo, ya sea utilizando un
polipéptido antigénico, o utilizando un anticuerpo como se define anteriormente, así como kits que comprenden al
menos parte de los reactivos necesarios (polipéptidos, anticuerpos ...) para realizar estos métodos.

Las secuencias de nucleótidos que codifican al menos uno de los antígenos novedosos P. falciparum, y su uso en
un medicamento o una vacuna de ácido nucleico contra P. falciparum, también se revelan.

Durante todo el presente texto, un número de términos se utilizan, que se deberían entender de acuerdo con las
siguientes definiciones:

En lo que sigue, el término “gen” es sinónimo de bien una “secuencia que ocurre naturalmente” incluyendo una
secuencia codificante, o de una secuencia recombinante o sintética incluyendo una secuencia codificante. En el pre-
sente texto, un “gen” tampoco necesariamente contiene elementos reguladores, contrariamente a la aceptación de esta
palabra que se utiliza a menudo en la literatura científica. En consecuencia, el gen de acuerdo con la invención es cual-
quier secuencia de nucleótido que comprende el Marco de lectura Abierto de la secuencia que ocurre naturalmente de
Plasmodium o que comprende el mismo y además contiene todas o parte de las secuencias reguladoras de la expresión
de dicha secuencia que ocurre naturalmente. De acuerdo con la presente definición, el gen es una molécula de ácido
nucleico aislado, i.e, una secuencia de nucleótidos que no está en su ambiente natural.

En el presente texto, la expresión “familia de genes” tiene el mismo significado como en la literatura científica,
i.e., designa un grupo de varios genes que tienen un número de rasgos o características (estructurales o funcionales)
en común.

De acuerdo con la presente aplicación, un “motivo del tipo MSP-3-c/d” es una secuencia de aminoácidos de 20
aminoácidos, que es idéntica a cualquiera de las secuencias de SEQ ID Nos: 25 a 30, o que se obtiene por transposi-
ciones de al menos dos de estas secuencias. Por ejemplo, una secuencia que tiene los aminoácidos 1 a 5 de la SEQ ID
No:25, seguido por los aminoácidos 6 a 12 de la SEQ ID No:29 y los aminoácidos 13 a 20 de la SEQ ID No:27, es un
motivo del tipo MSP-3-c/d. En otras palabras, un “motivo del tipo MSP-3-c/d” es una secuencia de aminoácidos de 20
aminoácidos, en donde los aminoácidos se eligen entre los siguientes:

TABLA 1

Varios de estos aminoácidos tienen una carga similar y es poco probable cambiar la estructura global de la molécula
o el reconocimiento por los anticuerpos, por ejemplo, valina, isoleucina, leucina.

Cualquier secuencia de aminoácidos de 20 aminoácidos, que comprende la mayoría de aminoácidos conservados
indicados arriba (i.e., aminoácidos en las posiciones 1, 2, 8, 10, 12, 14 y 17 a 20), y en donde los residuos de ami-
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noácidos en otras posiciones son diferentes de las anteriores y que se reconocen por un anticuerpo dirigido contra
cualquiera de los motivos MSP-3-c/d de la SEQ ID Nos: 25 a 30, también serán considerados como un “motivo del
tipo MSP-3-c/d”, de acuerdo con la presente invención. Estas propiedades funcionales de los últimos se pueden probar
por cualquier inmunoensayo tales como aquellos conocidos por el experto y/o descritos a continuación.

En el presente texto, un “motivo del tipo MSP-3-b” designa una secuencia de aminoácidos de 11 a 14 aminoácidos,
que es idéntica a cualquiera de las secuencias de SEQ ID Nos: 17 a 24, o que se obtiene por las transposiciones de al
menos dos de estas secuencias. Por ejemplo, una secuencia que tiene los aminoácidos 1 a 5 de SEQ ID No: 17, seguido
por los aminoácidos 6 a 11 de la SEQ ID No:22, es un motivo del tipo MSP-3-b. En otras palabras, un “motivo del
tipo MSP-3-b”, es una secuencia de aminoácidos de 11 a 14 aminoácidos, en donde los aminoácidos se eligen entre
los siguientes, en donde “-” significa “ningún aminoácido”:

TABLA 2

Varios de estos aminoácidos tienen una carga similar y es poco probable cambiar la estructura global de la molécula
o el reconocimiento por anticuerpos, por ejemplo, valina, isoleucina, leucina.

Un subgrupo de motivo del tipo MSP-3-b corresponde a las secuencias de SEQ ID Nos: 17, 18 y 22 y su combina-
ción, i.e., las secuencias de 11 aminoácidos seleccionados de la siguiente manera:

TABLA 3

Cualquier secuencia de aminoácidos de 11 a 14 aminoácidos, que comprende la mayoría de los aminoácidos con-
servados indicados arriba (i.e., los aminoácidos indicados en la tabla 3, que corresponde a los aminoácidos particulares
en las posiciones 1, 2, y 5 a 13 de la Tabla 2), y en donde los residuos de aminoácidos en otras posiciones son dife-
rentes de los anteriores, y que se reconocen por un anticuerpo dirigido contra cualquiera de los motivos MSP-3-b de
la SEQ ID Nos: 17 a 24, también serán considerados como un “motivo del tipo MSP-3-b”, de acuerdo con la presente
invención. Estas propiedades funcionales de los últimos, se pueden probar por cualquier inmunoensayo, tales como
aquellos conocidos por el experto y/o descritos a continuación.

En lo que sigue, a veces se hace referencia a un gen o una proteína que es un “homólogo” de un gen o proteína
particular de la secuencia de la cual se revela. Esta palabra en este documento designa las secuencias cercanas en
diferentes cepas de Plasmodium (en particular, cepas de P. falciparum), i.e., las secuencias que muestran al menos
70%, y preferiblemente al menos 90% de identidad de la secuencia, con la secuencia de referencia.

Una “Sustitución Conservadora” significa, en una secuencia de aminoácidos, una sustitución de un residuo de
aminoácido por otra que tiene propiedades similares teniendo en cuenta la hidrofobicidad y/o impedimento estérico,
de modo que la estructura terciaria del polipéptido no se cambie dramáticamente. Por ejemplo, reemplazando una
guanina por una alanina o viceversa, es una sustitución conservadora. Valina, leucina e isoleucina también son ami-
noácidos que pueden ser sustituidos de forma conservadora por los demás. Otros grupos de sustitución conservadora
son, sin ser limitantes, (D, E), (K, R), (N, Q), y (F, W, Y). Una variante de un polipéptido, obtenido por la sustitución
conservadora de al menos un aminoácido de dicho polipéptido, será designado como una “variante conservadora” de
dicho polipéptido.

Otras definiciones se proporcionan en el siguiente texto, cuando sea necesario.
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Los inventores describen aquí un grupo de 9 genes, 6 de de los cuales nunca han sido descritos, y que todos son
agrupados en la misma región del cromosoma 10. Este cromosoma efectivamente, contiene una serie de 9 marcos
abiertos de lectura, separados por regiones no codificantes, y comprende en una fila (5’ - 3’) los genes que codifican
proteínas denominadas primero GLURP, seguido en 1300 pares de bases por MSP-3 (ahora denominada MSP-3-1)
seguido por otros 7 genes denominados MSP-3-2, MSP-3-3, MSP-3-4, MSP-3-5, MSP-3-6, MSP-3-7, MSP-3-8. Esta
organización se muestra en la Figura 1.

Además de ser agrupados en la misma región cromosomal, aquellos 9 genes tienen rasgos excepcionales, que
indican que son productos privilegiados para el desarrollo de vacunas contra la infección de la etapa sanguínea de P.
falciparum:

Se demostró que todos los 9 genes se expresaron simultáneamente en todos los parásitos estudiados, i.e., que las
proteínas correspondientes podrían ser detectadas en las etapas eritrocíticas del P. falciparum y todas se localizan
sobre la superficie de merozoito. Esto fue demostrado previamente para GLURP, MSP-3-1 y MSP-3-2 (designada
“MSP6” por (Trucco, Fernández-Reyes et al. 2001) y además ha sido demostrado para el resto por la construcción de
secuencias particulares en el N-terminal de aquellos genes que son únicos para cada uno de ellos, que no comparten
epitopes de reacción en cruz, y que los anticuerpos correspondientes todos reaccionan con la superficie de merozoito.
Adicionalmente, la transcripción se demostró por RT-PCR con cebadores únicos específicos de cada uno.

Adicionalmente, los 8 genes del tipo MSP-3 comparten la misma organización del gen general, que se ilustra en
la Figura 1, con un N-terminal inicial “firma” de 4 aminoácidos (indicado “s” en la Figura 1) idéntico en cada uno de
ellos e idéntico a las proteínas homólogas del tipo MSP-3 descritas en Plasmodium vivax y Plasmodium Knowlesi.

Un primer propósito revelado en la aplicación es por lo tanto una familia (o grupo) de genes aislados que tienen
las siguientes propiedades:

- se localizan en el cromosoma 10 de Plasmodium falciparum;

- se conservan altamente en cepas Plasmodium falciparum;

- se expresan en Plasmodium falciparum en las etapas eritrocíticas;

- codifican las proteínas que tienen una firma NLRN o NLRK en su extremidad N-terminal y que se localizan en
la superficie de merozoito, en donde dicha familia comprende al menos 3 genes.

La firma NLRN o NLRK se sigue con frecuencia por A o G, en las proteínas de la familia MSP-3 de acuerdo con
la invención.

Los genes de la familia preferiblemente también comparten la misma organización general, como se muestra en la
Figura 1.

Un ejemplo de una de esta familia es la familia completa del tipo MSP-3, que comprende los genes de las secuencias
SEQ ID Nos: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, y 15. Cualquier grupo de al menos 3 genes seleccionados entre estos genes también
se considera como una familia de genes.

A excepción de la firma N-terminal mencionada anteriormente, el resto de la parte N-terminal es altamente variable
a partir de un producto génico con el otro, mientras que, en contraste, el C-terminal es idéntico en su organización para
todos los genes, excepto 2 (MSP-3-5 y MSP-3-6) incluyendo el alargamiento epitope-del tipo “b” (“b”), el epitope-del
tipo “c/d” (“c/d”), la región rica-glutamínica, y en el extremo C-terminal una cremallera de leucina.

Las familias de genes particulares son, por lo tanto familias como se describen arriba, en donde dichos genes
además tienen las siguientes propiedades: codifican las proteínas que tienen un motivo del tipo MSP-3-b y/o un motivo
del tipo MSP-3-c/d. Un ejemplo de una de esta familia es la familia que abarca los genes de las secuencias SEQ ID
Nos: 1, 3, 5, 7, 13, y 15, o cualquier grupo de al menos 3 genes seleccionados entre estas secuencias.

Todas las 7 proteínas (GLURP + los 6 homólogos de moléculas del tipo MSP-3) producen anticuerpos en indivi-
duos expuestos a la malaria.

Para aquellos productos génicos en los cuales se ha investigado, particularmente GLURP, MSP-3-1 y MSP-3-2,
las respuestas inmunes provocadas se asocian con la protección clínica contra los ataques de malaria bajo condiciones
de campo. Esta asociación es altamente significante estadísticamente, particularmente con los anticuerpos hechos del
isotipo IgG3, y se confirmó en tres configuraciones, Dielmo y Ndiop en África, Oo-Do en Birmania. Por razones de
homología descritas a continuación, es muy probable que el mismo hallazgo se hiciera para los restantes 5 genes.

En el caso de GLURP, MSP-3-1 y MSP-3-2, las regiones dirigidas por anticuerpos asociados con la protección son,
la región no-repetida R0 de GLURP y la región no-repetida C-terminal de MSP- y MSP-3-2. Los diversos péptidos
derivados de MSP-3-1 se muestran en la Fig 2. La protección se asoció con los anticuerpos para los péptidos MSP-3-
b, c y d.
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Los anticuerpos para los 7 productos génicos son todos efectivos en la mediación de la destrucción de la etapa san-
guínea de P. falciparum, en el mecanismo de bADCI monocito- dependiente, anticuerpo-mediado, bajo condiciones in
vitro. Estos resultados, descritos en el Ejemplo 1, muestran que los anticuerpos para cada una de aquellas regiones son
igualmente efectivos en lograr la inhibición del crecimiento de la etapa eritrocítica de P. falciparum bajo condiciones
in vitro.

La familia de genes preferida, por lo tanto además tiene la siguiente propiedad: los anticuerpos para los productos
de dichos genes median la destrucción de la etapa sanguínea de Plasmodium falciparum, en el mecanismo de ADCI
anticuerpo mediado, monocito-dependiente, bajo condiciones in vitro.

De acuerdo con las otras dos modalidades preferidas, una familia de genes por lo tanto además tiene la siguiente
propiedad: los anticuerpos para los productos de dichos genes median la inhibición del crecimiento de Plasmodium
falciparum en ratones infectados por P. falciparum.

Los inventores también han demostrado que existe un alto grado inusual de conservación de la secuencia de cada
uno de los 7 genes, entre varios aislados de P. falciparum. Esto se ha demostrado previamente para GLURP y lle-
vo a elegir la región no-repetitiva R0, que tiene la conservación más alta entre varios aislados, incluso tiene algunas
sustituciones de aminoácido. Esto también se demostró para MSP1-3-1 cuya secuencia se encontró que era extraor-
dinariamente conservada entre 111 aislados para la región que cubre los péptidos MSP-3-a, b, c y d, i.e., la región
utilizada para la inmunización de voluntarios, donde ninguna sustitución de aminoácido único y por lo tanto ningún
cambio de aminoácido se encontró en absoluto. Esto fue además confirmado recientemente para el resto del C-termi-
nal de MSP-3-1 y la región conservada C-terminal completa de MSP-3-2, MSP-3-3, MSP-3-4, MSP-3-7, y MSP-3-8
(Figuras 9 y 10). Este grado de conservación notable de la secuencia de esta familia de genes es, en marcado contraste
con el polimorfismo relativamente grande observado en la mayoría de las otra vacunas candidatas estudiadas en la
actualidad, y es obviamente un criterio importante que fortalece el potencial de esta familia de genes para el desarrollo
de vacunas.

Las familias de genes como se describen arriba, que comprenden al menos 3 genes seleccionados entre los genes
de secuencias SEQ ID Nos: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, y 15, o sus homólogos en Plasmodium, particularmente cepas de
Plasmodium falciparum por lo tanto también se prefieren las familias de genes.

Otro aspecto revelado en la aplicación es un gen de Plasmodium falciparum aislado que tiene la secuencia de SEQ
ID No:5, 7, 13 o 15, o un gen aislado correspondiente con un homólogo de un gen de Plasmodium falciparum de la
secuencia de SEQ ID No:5, 7, 9, 11, 13 o 15 en una cepa de Plasmodium.

Estos genes, que no se describen genes del tipo MSP-3, pueden ser muy útiles para el experto en un número de
aplicaciones en los campos de la investigación, diagnóstico y vacunaciones, por las razones descritas anteriormente
y a continuación. En particular, se pueden utilizar para producir proteínas recombinantes del tipo MSP-3-. En conse-
cuencia, las proteínas recombinantes de la SEQ ID Nos: 6, 8, 10, 12, 14 y 16, también se revelan, así como cualquier
proteína recombinante que tiene la secuencia de una proteína que es un homólogo de una proteína de la SEQ ID Nos:
6, 8, 10, 12, 14 o 16 en una cepa de Plasmodium diferente de la cepa 3D7.

La comparación de las secuencias entre los genes de la familia MSP-3, muestran una conservación muy inusual de
los epitopes entre los miembros de la familia, especialmente de aquellos dirigidos por anticuerpos activos biológica-
mente, que es crítica para la protección. La comparación de la secuencias se resume en la Figura 11.

Los inventores han identificado 2 regiones que son muy similares, si no totalmente idénticas, entre los miembros
de la familia y se refieren a una región crítica en el péptido MSP-3-b y uno en los péptidos MSP-3-c y d (región que
se cubre por ambos péptidos MSP-3-c y MSP-3-d). Las pequeñas diferencias entre estos epitopes muy conservados
entre los diferentes genes se resumen en las Figuras 12 y 13. Es notable y altamente significante que las regiones
más conservadas a través de los diferentes genes son aquellos dos que son el objetivo de los anticuerpos activos
biológicamente en la prueba-AOCI in vitro y por transferencia pasiva en ratones SCID (ver arriba).

Los inventores también han demostrado que existe reactividad en cruz inmunológica entre las diferentes proteínas
de la familia MSP-3, como una consecuencia de aquellas homologías estructurales entre los miembros de la familia
de genes (ejemplo 5).

La consecuencia práctica en el nivel inmunológico y de desarrollo de vacunas es que la inmunización por cualquiera
de los miembros de la familia de genes inducirá los anticuerpos reactivos a la misma y para todos de los productos
génicos restantes.

Por consiguiente, la presente aplicación describe un tipo muy particular de familias multi-genes donde, en lugar
del polimorfismo del epitope, que es usualmente la característica de familias multi-genes descritas hasta la fecha,
conservación de epitope es la principal característica y donde, en caso de deleción, la mutación en un gen determinado,
otro o todos los otros miembros de la familia pueden asumir la función antigénica. Además, todos los genes se expresan
simultáneamente por un parásito dado.
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La aplicación, de esta manera, también revela una proteína que se codifica por un gen entre aquellos revelados aquí
arriba. En una modalidad particular, la proteína es una proteína recombinante.

Un polipéptido antigénico que comprende un fragmento de al menos 10, preferiblemente al menos 15, aminoácidos
consecutivos a partir de una proteína de acuerdo con la invención, por lo tanto se revela. Por supuesto, los polipéptidos
limitados a los fragmentos de MSP-3-1 o MSP-3-2, no se consideran en este documento.

Los polipéptidos antigénicos preferidos, de acuerdo con la invención son polipéptidos antigénicos de MSP3-3 que
comprenden al menos el motivo del tipo MSP-3-c/d como se define en la SEQ ID NO: 27. Un polipéptido antigénico
de la invención además comprende al menos un motivo seleccionado entre las secuencias SEQ ID Nos: 17 a 24 y es
parte de la invención.

Otro aspecto de la presente invención es una composición polipeptídica antigénica que comprende un motivo del
tipo MSP3 c/d de MSP3.3 como se define anteriormente y, al menos otro motivo del tipo MSP-3-b. Por “composición
polipeptídica” se entiende una composición que comprende componentes pelipeptídicos, i.e., polipéptidos o molécu-
las que comprenden una fracción polipeptídica, tales como lipopolipéptidos, conjugados que consisten de polipéptidos
unidos a un soporte, etc. Las composiciones polipeptídicas de acuerdo con la invención pueden ser soluciones, com-
primidos, etc.

En una modalidad particular de la composición polipeptídica antigénica de acuerdo con la invención, al menos el
otro motivo del tipo MSP-3-c/d se selecciona entre las secuencias de SEQ ID Nos: 25 26, 28, 29 y 30 y las variantes
conservadoras de estas.

En la composición polipeptídica antigénica de la invención, al menos, los dos diferentes motivos del tipo MSP-
3-c/d se pueden llevar por moléculas distintas (i.e., la composición puede comprender una diversidad de moléculas
que cada una contiene solo un motivo); de manera alterna, cada componente polipeptídico de esta composición puede
llevar al menos dos motivos. Una composición antigénica, según se describe arriba, que contiene moléculas que com-
prenden al menos dos diferentes motivos del tipo MSP-3-c/d, es por lo tanto, un objeto de la presente invención. Estas
moléculas pueden ser moléculas complejas, en las cuales, al menos, dos motivos son parte de distintos péptidos unidos
covalentemente a un portador común; preferiblemente, su fracción polipeptídica se constituye por un polipéptido úni-
co que comprende dichos motivos. Las proteínas de fusión, que comprenden varias partes procedentes de diferentes
proteínas MSP-3, se pueden incluir en estas composiciones.

En vista de la conservación de los epitopes, los inventores han investigado sí los anticuerpos citofílicos contra
GLURP y MSP-3, están implicados en el desarrollo de inmunidad a la malaria clínica en una población Asiática de
Myanmar, como ha sido reportado que es en África, i.e., en un diferente antecedente genético del parásito y humano.
Los resultados, revelados en el Ejemplo 7 abajo, muestran que los niveles de anticuerpos IgG3 citofílicos contra regio-
nes conservadas de MSP-3-1 y GLURP se correlacionan significantemente con protección clínica contra la malaria de
P. falciparum. En contraste, los niveles de anticuerpos IgG4 no-citofílicos contra GLURP aumentaron con el número
de ataques de la malaria. Más importante aún, hubo un efecto complementario de los anticuerpos IgG3 MSP-3-1- y
GLURP-específicos en la protección contra la malaria. En aquellos individuos que no responden a uno de los antíge-
nos, una respuesta firme al otro se detectó consistentemente y se asocio con la protección, sugiriendo que la inducción
de anticuerpos contra ambos MSP3 y GLURP, podría ser importante para el desarrollo de inmunidad protectora.

De acuerdo con otra modalidad de la invención, la composición polipeptídica antigénica, por lo tanto, además
comprende una molécula polipeptídica antigénica que comprende al menos 10 residuos de aminoácidos consecutivos
de la región R0 de GLURP.

Como se menciona anteriormente, una composición polipeptídica antigénica de acuerdo con la invención puede
comprender un número limitado de moléculas, cada una que comprende una variedad de epitopes, o una variedad de
moléculas que comprende cada una un número limitado de epitopes. De acuerdo con una modalidad particular, la
composición de polipéptidos antigénicos comprende de 2, preferiblemente de 3 a menos de 9 polipéptidos codificados
por los genes de la invención.

Un ejemplo de composición polipeptídica antigénica de acuerdo con la última posibilidad es un mixotope que
comprende una variedad de péptidos sintéticos que comprende la secuencia:

X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-G-X9-X10-X11-X12 (SEQ ID No:31),

en donde:

X1 = I, Y o ninguno;

X2 = L, F o ninguno;

X3 = E, D, P o ninguno;
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X4 = R, D o ninguno;

X5 = G, A, L o ninguno;

X6 = W, G, S, I o E;

X7 = E, L o A;

X8 = F, I, G, L o S;

X9 = G, SorA;

X10 = V, A, L, I o S;

X11 = P, Y o L;

X12 = E, F o ninguno.

Un “mixotope” es una biblioteca combinatoria de péptidos que pueden ser obtenidos en una síntesis única, como
se describe por (Gras-Masse, Georges et al. 1999).

Otro mixotope derivado de MSP-3-b y que se puede incluir en una composición polipeptídica antigénica de acuerdo
con la invención es un mixotope que comprende una variedad de péptidos sintéticos que comprenden la secuencia

X1-X2-X3-W-E-X4-G-G-G-X5-P (SEQ ID No:32),

en donde:

X1 = I o Y:

X2 = L o F;

X3 = G o A;

X4 = F o I; y

X5 = V o A.

De modo semejante, otra composición polipeptídica antigénica de acuerdo con la invención es un mixotope que
comprende una variedad de péptidos sintéticos que comprende la secuencia

L-X1-X2-X3-X4-X3-X5-X6-X7-D-XS-X9-X10-I-X11-X12-X13-X14-X15-X16 (SEQ ID No:33),

en donde:

X1 = E, o S;

X2 = L, H, S o Q;

X3 = I, V o L;

X4 = K, N, Y o P;

X5 = T, S o P;

X6 = S o L;

X7 = K, W o S;

X8 = E, K, R o I;

X9 = E o N;

X10 = D, N o Q;
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X11 = I, V, S, P o A;

X12 = K, D o N;

X13 = H o E;

X14 = N o S;

X15 = E o D;

X16 = D o Q.

Las composiciones de mixotope antigénicas anteriores pueden ser una mezcla de al menos 50, al menos 100, o al
menos 500 péptidos de diferentes secuencias. Pueden también comprender una biblioteca combinatoria de péptidos
sintéticos correspondientes a cada una de las sustituciones observadas y potenciales. Una composición antigénica, que
comprende una mezcla de los dos mixotopes descritos anteriormente, también se incluye en la presente invención.

En cualquiera de los polipéptidos antigénicos o composiciones polipeptídicas antigénicas descritos anteriormente,
una molécula lipídica se puede unir a al menos parte de las moléculas polipeptídicas. Un ejemplo de molécula lipídica
que puede ser utilizada por lo tanto es un residuo C-terminal palmitoilisilamida.

Como ya se menciona anteriormente, al menos parte de los polipéptidos o moléculas polipeptídicas en el poli-
péptido antigénico de acuerdo con la invención, se pueden unir a un soporte, por consiguiente, constituyendo los
conjugados. Los soportes preferidos en esta modalidad de la invención son partículas virales, perlas de nitrocelulosa o
poliestireno, y polímeros biodegradables tales como lipofosfoglicanos o ácido poli-L láctico.

Otro aspecto de la presente invención se refiere a una composición inmunógena que comprende como un inmunó-
geno un polipéptido o una composición polipeptídica especialmente preparada por recombinación como cualquiera de
los descritos anteriormente.

Como se discute en el Ejemplo 5, la familia de genes descrita en este documento presenta una característica
notable, que es la conservación de epitope entre los diferentes miembros de la familia, que conduce a la reactividad
en cruz inmunógena entre los diferentes productos de la familia de genes. La potencial vacunación de MSP-3-1 y sus
fragmentos, ilustrados en los Ejemplos 2 y 3, junto con la conservación del epitope y la reactividad en cruz mencionada
anteriormente, son rasgos notables que hacen de esta familia de genes y las composiciones polipeptídicas derivadas
de estas, particularmente candidatos interesantes para la vacunación contra la malaria. Otro aspecto de la presente
invención es por lo tanto el uso de un polipéptido o una composición polipeptídica como se describe anteriormente,
para la preparación de una vacuna contra la malaria, así como dicha vacuna, que comprende como un inmunógeno
dicho polipéptido o composición polipeptídica, en asociación con un vehículo farmacéutico apropiado.

Una composición inmunógena y una vacuna de acuerdo con la invención, puede además comprender al menos un
antígeno seleccionado entre LSA-1 (Guerin-Marchand, Druilhe et al. 1987), LSA-3 (Daubersies, Thomas et al. 2000),
LSA-5, SALSA (Bottius, BenMohamed et al. 1996), STARP (Fidock, Bottius et al. 1994), TRAP (Robson, Hall et
al. 1988), PfEXPI (Simmons, Woollett et al. 1987), CS (Dame, Williams et al. 1984), MSP1 (Miller, Roberts et al.
1993), MSP2 (Thomas, Carr et al. 1990), MSP4 (Marshall, Tieqiao et al. 1998), MSP5 (Marshall, Tieqiao et al. 1998),
AMA-1 (Peterson, Marshall et al. 1989; Escalante, Grebert et al. 2001), SERP (Knapp, Hundt et al. 1989) y GLURP
(supra).

De acuerdo con una modalidad particular de la invención, la composición inmunógena o la vacuna se formula
para inyección intradérmica o intramuscular. En tal caso, dicha composición inmunógena o vacuna preferiblemente
comprende entre 1 y 100 µg de inmunógeno por dosis de inyección, más preferiblemente entre 2 y 50 µg. De manera
alterna, la composición inmunógena o la vacuna se puede formular para administración oral, como se describe por
(BenMohamed, Belkaid et al. 2002).

La composición inmunógena o vacuna de la invención además también pueden comprender SBAS2 y/o Alum y/o
Montanide como un adyuvante.

Otros aspectos de la presente invención se relacionan con anticuerpos y fragmentos de anticuerpos dirigidos contra
los antígenos revelados en este documento. Como se describe anteriormente y en el Ejemplo 5, la conservación del
epitope en la familia MSP-3 conduce a la reactividad en cruz de los anticuerpos obtenidos contra un antígeno. Por
ejemplo, un anticuerpo sintético o recombinante que reacciona en cruz con MSP-3-3 y que media la inhibición de
crecimiento o destrucción de la etapa sanguínea de Plasmodium falciparum, en el mecanismo de ADCI anticuerpo
mediado, monocito-dependiente, bajo condiciones in vitro, es un anticuerpo particularmente interesante de acuerdo
con la invención.

Una mezcla de anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpos dirigidos contra los polipéptidos de acuerdo con la
invención, es también parte de la invención.

9



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 094 T3

Otra mezcla de anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpos de acuerdo con la invención se dirige contra una com-
posición polipeptídica como se describe anteriormente.

Los anticuerpos (o fragmentos) preferidos, de acuerdo con la invención son anticuerpos humanos o humanizados.
Estos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos se pueden producir por ejemplo en Lemna, así como en maíz, tabaco,
células CHO, y similares. Cuando se produce en células CHO, se pueden obtener por ejemplo utilizando el método
descrito en WO 03/016354.

La presente invención también se refiere al uso de una composición que comprende un anticuerpo o una mezcla
de anticuerpos o fragmentos de estas como se describen arriba, para la preparación de un medicamento contra la ma-
laria. Por supuesto, un medicamento para inmunoterapia pasiva de la malaria, que comprende dicho anticuerpo o una
mezcla de anticuerpos, también se considera como parte de la invención. Tal medicamento puede además comprender
anticuerpos dirigidos contra al menos un antígeno seleccionado entre LSA-1, LSA-3, LSA-5, SALSA, STARP, TRAP,
PfEXP1, CS, MSP1, MSP2, MSP4, MSP5, AMA-1, SERP y GLURP.

Los métodos para la profilaxis, la atenuación o el tratamiento de la malaria, mediante la administración a un pacien-
te con necesidad de estas, una composición inmunógena, una vacuna, o un medicamento que comprende anticuerpos,
como se describen arriba, también se revelan en la invención.

La invención también se refiere a un método para el diagnóstico in vitro de la malaria en un individuo que puede ser
infectado por P. falciparum, que comprende la puesta de una muestra biológica de dicho individuo en contacto con un
polipéptido antigénico de la invención, en condiciones que permitan la formación de complejos antígeno/anticuerpo
entre dicho péptido o polipéptido antigénico y los anticuerpos posiblemente presentes en la muestra biológica, y la
detección in vitro de los complejos antígeno/anticuerpo posiblemente formados. En este método, el diagnóstico in
vitro se puede realizar mediante una prueba de ELISA. También es posible poner en contacto la muestra biológica
con uno o varios péptidos antigénicos que se originan de otros antígenos seleccionados entre LSA-1, LSA-3, LSA-5,
SALSA, STARP, TRAP, PfEXP1, CS, MSP-3-1, MSP-3-2, MSP-3-5, MSP-3-6, MSP1, MSP2, MSP4, MSP5, AMA-
1, SERP y GLURP, como una etapa adicional del método.

Un método alternativo para el diagnóstico in vitro de la malaria en un individuo que puede ser infectado por P.
falciparum comprende la puesta en contacto de una muestra biológica de dicho individuo con los anticuerpos de
acuerdo con la invención, en condiciones que permitan la formación de complejos antígeno/anticuerpo entre dichos
anticuerpos y los antígenos específicos para el P. falciparum posiblemente presente en la muestra biológica, y la
detección in vitro de los complejos antígeno/anticuerpo posiblemente formados.

Los Kits para el diagnóstico in vitro de la malaria, basándose en los rasgos particulares de la familia MSP-3,
también se contemplan. Por ejemplo, pueden comprender al menos un péptido o polipéptido de acuerdo con la inven-
ción, posiblemente unido a un soporte. Tal kit puede además comprender reactivos para que permitan la formación
de complejos antígeno/anticuerpo entre dicho péptido o polipéptido antigénico y los anticuerpos posiblemente pre-
sentes en una muestra biológica, y reactivos que permitan la detección in vitro de los complejos antígeno/anticuerpo
posiblemente formados.

Otro kit para el diagnóstico in vitro de la malaria, de acuerdo con la invención, comprende anticuerpos como se
describen arriba, y, si es necesario, los reactivos para que permitan la formación de complejos antígeno/anticuerpo
entre dichos anticuerpos y antígenos a partir de las proteínas de la familia MSP-3 posiblemente presentes en una
muestra biológica, y reactivos que permitan la detección in vitro de los complejos antígeno/anticuerpo posiblemente
formados.

También parte de la presente invención es una secuencia de nucleótido recombinante codificada por un polipéptido
antigénico de acuerdo con la invención. Las secuencias particulares de acuerdo con la invención son secuencias de
nucleótidos de la invención que comprenden una secuencia que codifica al menos dos motivos del tipo MSP-3-b
y/o del tipo MSP-3-c/d, en donde al menos uno de dichos motivos se selecciona entre los motivos de SEQ ID Nos:
19 a 24 y 27 a 30, o sus variantes conservadoras. Un ejemplo es una secuencia de nucleótido recombinante que
comprende una secuencia que codifica una proteína de fusión que comprende varios motivos del tipo MSP-3-c/d, en
donde al menos dos de dichos motivos se seleccionan entre los motivos de SEQ ID Nos: 25 a 30 y sus variantes
conservadoras.

La invención también se refiere a una clonación recombinante y/o vector de expresión, que comprende una secuen-
cia de nucleótido de la invención como se describe arriba, que puede ser, por ejemplo, bajo el control de un promotor
y elementos reguladores homólogos o heterólogos vis-à-vis una célula huésped, de la expresión en la célula huésped.

Un vector de expresión como se describe en el párrafo anterior, se puede utilizar ventajosamente para la preparación
de un medicamento para la inmunización genética contra el Plasmodium falciparum.

La invención también se refiere a una vacuna de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos de la
invención.
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Una célula huésped recombinante, por ejemplo una bacteria, una levadura, una célula de insecto, o una célula
de mamífero, que se transforma por un vector de expresión como se describe arriba, también es parte de la presente
invención.

Varios aspectos y ventajas de la presente invención se ilustran en las siguientes figuras y datos experimentales.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Organización de nueve genes aglomerados en la misma región del cromosoma 10. Nueve marcos abiertos
de lectura se separan por las regiones no codificantes, y codifican en una fila (5’-3’) los genes que codifican las
proteínas denominadas primero GLURP, seguido en 1300 pares de bases por MSP-3 (ahora denominadas MSP-3-1)
seguido por otros 7 genes denominados MSP-3-2, MSP-3-3, MSP-3-4, MSP-3-5, MSP-3-6, MSP-3-7, MSP-3-8.

Figura 2: Diferentes péptidos derivados de MSP-3-1. La protección se asoció con los anticuerpos a péptidos MSP-
3b, c y d.

Figuras 3, 4 y 5: Estudios in vivo. Los experimentos de transferencia pasiva de anticuerpos específicos en ratones
con inmunidad comprometida, RBCs-injerto humano, infectados con P. falciparum.

Anticuerpos para el péptido MSP 3-b, péptido MSP-3-d y para región R0 de GLURP, fueron todos encontrados
capaces, bajo condiciones de transferencia pasiva in vivo, para eliminar una parasitemia de P. falciparum establecida
en ratones SCID con inmunidad comprometida.

Figura 6: Estudios in vivo. Resultados de confirmación.

Un anticuerpo humano recombinante dirigido para el epitope MSP-3-b, reactividad cruzada con proteína recombi-
nante MSP-3-2 que, bajo transferencia pasiva, puede eliminar la parasitemia en ratones SCID P. falciparum.

Figura 7: Los resultados obtenidos utilizando anticuerpos producidos por inmunización artificial de voluntarios
humanos utilizando un Péptido Sintético Grande que cubre los péptidos MSP-3-b, c, d de la región.

El mismo efecto se observa, tanto bajo condiciones in vitro como bajo condiciones in vivo, en el modelo de ratón
SCID del P. falciparum.

Figura 8: La comparación entre el efecto biológico de IgG Africana total con anticuerpos anti-MSP-3-b purificados
ajustadas en la misma concentración como en IgG Africana total.

Un efecto más completo y fuerte de los anticuerpos anti-MSP-3-b solo se observa, que acentúa su vacuna potencial.

Figura 9: Alineación ClustalW de la secuencia de nucleótidos de la familia MSP-3.

Figura 10: Alineación ClustalW de las secuencias del péptido de la familia MSP-3.

Figura 11: La comparación de las secuencias entre los genes de la familia MSP3.

Esta comparación muestra una conservación muy inusual de los epitopes entre miembros de la familia, aquellos
dirigidos por anticuerpos activos biológicamente, que es crítica para la protección.

Figura 12: motivo del tipo MSP-3-b.

Figura 13: motivo del tipo MSP-3-c-d.

Figura 14: A. Patrón de respuestas del anticuerpo IgG3 contra cada uno de los antígenos en los 30 individuos
protegidos de OoDo (errores estándar y medios de las proporciones de respuestas del IgG3-específico). B. Patrón de
respuestas de IgG3 en 7 habitantes OoDo protegidos con baja respuesta anti-MSP3 de IgG3 (los valores límite de
IgG3 bajos se definieron como aquellos bajo los límites del Intervalo de confianza del 95% inferior del medio, i.e.
proporciones de IgG3 anti-MSP3b <2.30). C Patrón de respuestas de IgG3 en 15 habitantes OoDo protegidos con
baja respuesta anti-RO de IgG3 (valores límite de IgG3 bajos se definieron como aquellos por debajo de los límites
inferiores del intervalo de confianza 95% de las proporciones de IgG promedio, i.e. proporciones de IgG3 de anti-
GLURP R0 <1.38). D. Cambios a los 5 años de intervalo en 7 individuos protegidos con altas respuestas de MSP3 de
IgG3 en 1998. E. Cambios a los 5 años de intervalo en 6 individuos protegidos con altas respuestas de anti-GLURP
R0 de IgG3 en 1998.

Figura 15: La actividad ADCI de anticuerpos purificados por afinidad en diversas construcciones derivadas de la
familia de genes MSP-3. Los resultados se expresan como el SGI medio (índice inhibidor de crecimiento específico)
en comparación con un control positivo, la mezcla de las inmunoglobulinas Africanas inmunes (PIAG) que ha sido
utilizada para la transferencia pasiva en niños Tailandeses. Las secuencias utilizadas para la purificación por afinidad
corresponden a la región C-terminal, que es la parte más homóloga entre los genes y la única muy bien conservada
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y se indican por una línea debajo de la región C-terminal en la figura 18. Los resultados muestran que todos los
anticuerpos específicos para cada región para cada uno de los 6 genes son muy activos en el mecanismo de ADCI
tanto como la mezcla de inmunoglobulinas Africanas mostraron que eran efectivas en la eliminación de P. falciparum
por transferencia pasiva en individuos infectados.

Figura 16: patrón de reactividad en cruz, de anticuerpos purificados por afinidad en la región C-terminal de cada
uno de los miembros de la familia MSP-3, con otros miembros de la familia MSP-3. GLURP, 571 y BSA sirven como
controles negativos. Los resultados muestran que los anticuerpos purificados por afinidad en una región C-terminal
dada, de un miembro de la familia reaccionan en cruz, a diversas extensiones, a todos los otros miembros de la familia
MSP-3. El patrón de reactividad cruzada más fuerte se obtiene con MSP-3-4, que muestra una señal positiva fuerte con
todos los otros miembros seguido por MSP-3-8. Sin embargo, esta transferencia en mancha solo muestra los epitopes
de reacción en cruz en cada uno del miembro de la familia MSP-3.

Figura 17: patrones de reactividad en cruz, de anticuerpos purificados por afinidad en la región C-terminal de
cada uno de los miembros de la familia MSP-3, con los péptidos derivados de los miembros MSP-3-1 y MSP-3-2
de la familia MSP-3. Los péptidos son péptidos a, b, c, d, y f, de MSP-3-1 y de MSP-3-2. El C-terminal de MSP-3
recombinante y BSA sirven como controles positivos y negativos respectivamente. Los resultados muestran que los
anticuerpos para las regiones C-terminal de los diferentes miembros de la familia reaccionan, a diversas extensiones,
con diversas regiones del C-terminal de MSP-3-1, particularmente MSP-3b y c, y la respuesta más fuerte se obtiene
en MSP-3-f. La reactividad en cruz con diversos péptidos de MSP3-2 no es tan fuerte como aquella obtenida con
MSP-3-1. Finalmente, la reactividad en cruz obtenido muy fuerte con MSP-3-1 CT, el C terminal recombinante,
también sugiere una reactividad en cruz con un epitope no definido por cualquiera de los péptidos del individuo pero
más probablemente un epitope conformacional generado por el C-terminal recombinante alargado. En este caso, las
extensiones de reactividad en cruz de cualquier anticuerpo purificado por afinidad dado para cualquier miembro de
la familia dado demuestran la homología estructural de los diferentes miembros de esta familia y la existencia de los
epitopes de reacción en cruz, incluyendo aquellos generados por conformación 3-dimensional. Lo mismo es válido
para MSP-3-2.

Figura 18: Una representación esquemática de los diferentes miembros de la familia MSP-3. Subrayada es la región
C-terminal que fue utilizada para construir, antígenos recombinantes, que se utilizaron en los inmunoensayos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Destrucción de la etapa sanguínea In vitro de P. falciparum por anticuerpos para los productos génicos, mediante el
mecanismo ADCI

2.A. Materiales y métodos: Prueba ADCI

2.A.1. Introducción

La prueba de Inhibición Celular Dependiente del Anticuerpo (ADCI) se diseña para evaluar la capacidad de anti-
cuerpos para inhibir el crecimiento in vitro de Plasmodium falciparum en la presencia de monocitos. Los estudios han
demostrado que los anticuerpos que resultaron protectores contra la etapa sanguínea de P. falciparum por transferencia
pasiva en humanos, son incapaces para inhibir el parásito in vitro a menos que sean capaces de cooperar con los mo-
nocitos sanguíneos. También se demostró que los anticuerpos que no fueron protectores in vivo no tuvieron efecto en
el crecimiento de P. falciparum en la prueba de ADCI. La ADCI es por lo tanto una prueba in vitro, cuyos resultados
reflejan el efecto protector de anticuerpos anti-malaria observados bajo condiciones in vivo en humanos.

Los anticuerpos capaces de cooperar con los monocitos deberían ser obviamente citofílicos: los isotipos IgG1 e
IgG3 son eficientes en ADCI mientras que IgG2, IgG4 e IgM no son eficientes. Esto es consistente con los hallazgos en
suero de individuos protegidos, los anticuerpos citofílicos anti-P. falciparum son predominantes, mientras en pacientes
no-protegidos los anticuerpos producidos contra el parásito son en su mayor parte no-citofílicos.

Los resultados sugieren que la ADCI probablemente involucra la siguiente sucesión de eventos: en el momento
de la ruptura de esquizontes, el contacto entre algunos componentes de la superficie de merozoito y los anticuerpos
citofílicos unidos a los monocitos vía su fragmento Fc desencadena la liberación de mediadores solubles que se
difunden en el medio de cultivo y bloquean la división de parásitos intra-eritrocítica circundante.

Las principales etapas involucradas en el protocolo ADCI son:

(i). Preparación del suero IgG utilizando cromatografía de intercambio iónico

(ii). Aislamiento del monocito de un donante de sangre saludable
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(iii). Preparación de parásitos P. falciparum incluyendo sincronización y enriquecimiento de los esquizontes.

(iv). Cultivo de parásitos, por 96 hrs, en la presencia de anticuerpos y monocitos.

(v). Efecto de inhibición evaluado por observación microscópica y conteo de los parásitos.

2.A.2. Materiales

Preparación IgG

1. Solución reguladora Tris: Tris-HCl 0.025 M, NaCl 0.035 M, pH 8.8.

2. Solución Salina Reguladora de Fosfato (PBS), pH 7.4.

3. Columna de filtración GF-05-Trisacril (IBF, Biothecnics, Villeneuve La Garenne, France).

4. Columna de cromatografía de intercambio iónico DEAE-Trisacril (IBF).

5. Columna de Filtración G25.

6. Filtros y tubos de Amicon para la concentración de la proteína (Peso límite Mol.: 50,000 Da).

7. Filtros Millex Estériles, tamaño de poro de 0.22 µm (Millipore Continental Water Systems, Bedford MA).

8. Espectrofotómetro equipado con una lámpara Ultra Violeta.

Preparación de Monocitos

1. Sangre heparinizada recolectada a partir de un donante saludable, volumen 20-40 mL.

2. Gradiente de densidad Ficoll-Hypaque (Pharmacia LKB Uppsala, Sweden).

3. Solución de Hank suplementado con NaHCO3, pH 7.0.

4. Medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con Hepes 35 mM y NaHCO3 23 mM,; preparado con agua mineral;
almacenado a 4ºC.

5. Reactivos para tinción estearasa no-específica (NSE): solución de fijación, nitrito, colorante, solución reguladora
y sustrato

6. Placas de plástico estériles de 96-pozos (TPP, Switzerland).

7. Centrífuga refrigerada.

8. Incubador de CO2.

9. Microscopio invertido.

Preparación del Parásito

1. Medio de cultivo RPMI 1640 (ver arriba).

2. Solución stock al 10% de Albumax; almacenado a 4ºC por hasta 1 mes.

3. Sorbitol al 5% para sincronización de parásitos.

4. Plasmagel para el enriquecimiento de los esquizontes.

5. Reactivos de fijación y tinción de frotis delgado: metanol, eosina, azul de metileno.

2.A.3. Métodos.
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Preparación IgG

IgGs se extrajeron a partir de suero humano (ver Nota 1) de la siguiente manera:

1. Diluir el suero en una relación de 1 a 3 en Solución reguladora Tris.

2. Filtrar el suero diluido a través de una columna de filtración en gel Trisacryl GF-05 previamente equilibrada
en la Solución reguladora Tris. Asegurarse que la relación de suero con el gel de filtración es 1 volumen de suero sin
diluir a 4 volúmenes de gel GF-05.

3. Mezcla de las fracciones que contienen la proteína

4. Carga sobre una Columna de cromatografía de intercambio iónico DEAE-Trisacril previamente equilibrada con
Solución reguladora Tris. Asegurarse de que la relación de suero con el gel de filtración sea 1 volumen de suero sin
diluir a 4 volúmenes del gel DEAE.

5. Recolectar las fracciones de 1 mL de volumen.

6. Medición de la densidad óptica (OD) de cada fracción utilizando un filtro de 280 nm.

7. Calcular la concentración de IgG de la siguiente manera:

8. Mezcla de las fracciones que contienen IgGs.

9. Concentrar la solución de IgG utilizando filtros Amicon. Los filtros Amicon en primer lugar se remojan en agua
destilada por 1 hora y que se adaptan a tubos especiales en los cuales la solución de IgG se adiciona.

10. Centrifugar los tubos a 876 g por 2 hr a 4ºC. Este usualmente conduce a una concentración de 25-veces.

11. Realizar una etapa final de filtración en gel utilizando una columna G25 previamente equilibrada en medio de
cultivo RPMI.

12. Recolectar las fracciones IgG en RPMI.

13. Medición de la densidad óptica (OD) de cada fracción utilizando un filtro de 280 nm.

14. Calcular la concentración de IgG.

15. Mezcla de las fracciones que contienen IgGs.

16. Esterilizar las fracciones IgG por filtración a través de filtros de 0.22 µm de tamaño de poro.

17. Almacenar la solución estéril de IgG a 4ºC por hasta 1 mes (o adicionar Albumax para almacenamiento más
largo- pero no se recomienda-).

Preparación de Monocitos

El procedimiento para la preparación de monocito se basa en aquel descrito por Boyum (Scand J. Clin. Lab. Invest.
1968, 21, 77-89) e incluye las siguientes etapas:

1. Diluir la sangre heparinizada 3-veces en Solución de Hank.

2. Cuidadosamente la capa de dos volúmenes de sangre diluida en un 1 volumen de Ficoll-Hypaque (volumen
máximo de 20 mL de sangre diluida por tubo).

3. Centrifugar a 560 g por 20 min a 20ºC.

4. Eliminar las capas de células mononucleares en la interfase Ficoll/plasma.

5. Adicionar 45 mL de Solución de Hank a la suspensión de células mononucleares.

6. Centrifugar a 1000 g por 15 min a 20ºC.
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7. Cuidadosamente resuspender las células peletizadas en 45 mL de Solución de Hank.

8. Centrifugar de nuevo a 1000 g por 15 min a 20ºC. Repetir esta etapa de lavado dos veces más.

9. Finalmente, centrifugar a 180 g por 6 min a 20ºC, eliminar cualquiera de las plaquetas que permanece en el
sobrenadante.

10. Resuspender las células mononucleares en 2 mL de RPMI.

11. Calcular la concentración de las células mononucleares (i.e. linfocitos más monocitos) en la suspensión celular:
diluir una alícuota de 20 µL de la suspensión celular 3-veces en RPMI y contar los números de células utilizando un
hemocitómetro (tipo Malassez por ejemplo).

12. Determinar el número de monocitos utilizando la técnica de tinción Estearasa No Específica (NSE):

(i). En el microtubo A, adicionar 40 µL de suspensión de células mononucleares a 40 µL de solución de
fijación.

(ii). En el microtubo B, mezclar los reactivos de tinción NSE en el siguiente orden: 60 µL de nitrito, 60 µL
de colorante, 180 µL de solución reguladora, y 30 µL de sustrato

(iii). Adicionar la mezcla en el microtubo B a las células en el microtubo A.

(iv). Tomar una muestra de 20 µL de las células teñidas y medir la proporción de monocitos:linfocitos:mono-
citos será coloreada en color marrón mientras que los linfocitos serán sin color. Normalmente la propor-
ción de monocitos es 10-20% del total de células mononucleares.

13. Ajustar la suspensión celular a una concentración de 2 x 105 monocitos por 100 µL, con RPMI.

14. Alícuota de la suspensión celular en una placa de 96-pozos a 100 µL/pozo.

15. Incubar por 90 min a 37ºC, 5% de CO2. Durante esta incubación, los monocitos se adhieren al plástico.

16. Eliminar las células no-adherentes y lavar los monocitos adicionando, y eliminando completamente, 200 µL de
RPMI en cada pozo.

17. Repetir este procedimiento de lavado 3 veces con el fin de eliminar todas las células no-adherentes.

18. Al menos 95% de las células recuperadas serán monocitos. Control de la apariencia celular y la homogeneidad
relativa de la distribución celular en los diferentes pozos por observación utilizando un microscopio invertido (ver
Notas 2, 3, y 4).

Preparación del Parásito

Las cepas de P. falciparum se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 0.5% de Albumax. Los parásitos se
sincronizan por tratamientos de Sorbitol de la siguiente manera:

1. Diluir el sorbitol stock con 5% en agua mineral.

2. Centrifugar la suspensión del cultivo de parásitos asíncrono a 1200 rpm por 10 min a 20ºC.

3. Resuspender el pellet en la solución de sorbitol al 5%. Esto conducirá a la lisis selectiva de esquizonte infectado
con RBC sin ningún efecto sobre los anillos y tropozoitos jóvenes.

Cuando se requiere, los esquizontes se enriquecen por flotación sobre plasmagel de la siguiente manera:

1. Centrifugar los cultivos que contienen parásitos asíncronos a 250 g por 10 min a 20ºC.

2. Resuspender el pellet a una concentración final de glóbulos rojos al 20% (RBC), RPMI al 30%, 50% de plasma-
gel.

3. Incubar a 37ºC por 30 min. Los RBC infectados con esquizontes, permanecerán en el sobrenadante, mientras
que los RBC infectados con trofozoitos jóvenes y no infectados se sedimentaran.

4. Recolectar cuidadosamente el sobrenadante, por centrifugación a 250 g por 10 min a 20ºC.
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5. Preparar un frotis delgado a partir de las células peletizadas, teñir, y determinar la parasitemia por examinación
microscópica.

6. Normalmente, utilizando este método, los RBC síncronos infectados con esquizonte síncrono se recuperan a
∼70% de parasitemia.

Para la prueba de ADCI, se utilizan parásitos de esquizonte sincronizados temprano. Normalmente la parasitemia
es 0.5-1.0% y el hematocrito 4%.

Prueba ADCI

1. Después de la última etapa de lavado, adicionar en cada pozo que contiene el monocito:

(i). 40 µL de RPMI suplementado con 0.5% de Albumax (medio de cultivo).

(ii). 10 µL de la solución del anticuerpo que se ensayará. Normalmente las IgGs se utilizan al 10% de su
concentración original en el suero (∼20 mg/mL para adultos de zonas hiperendémicas, y ∼12 mg/mL
para niños de zona endémica y pacientes de ataque primario). (ver Nota 5).

(iii). 50 µL de cultivo de parásito, a 0.5% de parasitemia y 4% de hematocrito.

2. Los pozos control consisten de lo siguiente;

(i). Monocitos (MN) y parásitos con IgG normal (N IgG) preparado a partir del suero de un donante sin
antecedentes de malaria.

(ii). Cultivo de parásitos con IgG que se ensayará sin MN.

3. Mantener el cultivo a 37ºC por 96 hrs en una jarra de calentamiento (o una incubadora de O2 bajo, 5% de CO2).

4. Adicionar 50 µL del medio de cultivo a cada pozo después de 48 y 72 hrs.

5. Eliminar el sobrenadante después de 96 hrs. Preparar frotis delgados a partir de cada pozo, teñir, y determinar la
parasitemia por examinación microscópica. Con el fin de asegurar una precisión relativa en el conteo de los parásitos,
un mínimo de 50,000 glóbulos rojos (RBC) se deberían contar y el porcentaje de RBC infectados se calcula (ver Notas
6 y 7).

6. Calcular el Índice Inhibidor de Crecimiento (SGI) específico, teniendo en cuenta la posible inhibición inducida
por monocitos o anticuerpos solos:

2.A.4. Notas

1. Preparación de IgG a partir de sueros que se analizaran, es una etapa esencial porque una inhibición de creci-
miento dependiente del no-anticuerpo de parásitos, ha sido observado frecuentemente cuando se utilizaron sueros no-
fraccionados, probablemente debido a los lípidos oxidados.

2. Función del monocito (MN) en ADCI es dependiente de varios factores tales como agua utilizada para preparar
RPMI 1640. Agua de alta pureza, tal como agua Millipore, aunque adecuada para el cultivo de parásitos, conduce
a una producción pobre en el número de MN recuperados después de la adherencia a los pozos plásticos. Por otra
parte, el agua que contiene trazas de minerales, tales como agua Volvic disponible comercialmente, o agua destilada,
proporcionar consistentemente una buena función del monocito.

3. La mejora de la adherencia del monocito, se puede obtener por el revestimiento de los pozos de cultivo con
fibronectina i.e. revestimiento con plasma autólogo a partir del donante de MN, seguido de un lavado con RPMI 1640,
antes de la incubación con células mononucleares.
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4. MN de sujetos con una infección viral (por ejemplo influenza) frecuentemente son capaces de inducir una
inhibición no dependiente de IgG de crecimiento de parásitos. Este efecto de inhibición no-específica, podría impedir
la observación de la inhibición IgG-dependiente en ADCI. Por consiguiente, los donantes de MN sospechosos de
padecer una infección viral, o que han tenido fiebre en los últimos 8 días, deben ser evitados. Los resultados de ADCI
no son fiables cuando el efecto directo de MN sólo es mayor del 50% de inhibición. La preparación de MN en medio
que contiene suero heterólogo, tal como FCS, resulta en la diferenciación de MN, su transformación progresiva en
macrófagos que han perdido su efecto promotor de ADCI.

5. Si es necesario, IgG murina se pueden probar en ADCI con MN Humano. El isotipo IgG2a es capaz de unirse
con el receptor II y Fc humano presente en los monocitos demostraron que se involucran en el mecanismo de ADCI.

6. Una posible variación de la prueba de ADCI es la evaluación de un efecto de competición entre anticuerpos
citofílicos protectores (adultos de zona hiperendémica) dirigidos a la superficie de antígenos de merozoitos, y an-
ticuerpos no-protectores (niños de una zona endémica y pacientes de ataque primario) que reconocen los mismos
antígenos pero que no son capaces de desencadenar la activación del monocito debido a que no se unen a los recep-
tores gamma Fc. Por consiguiente Ig no-citofílica dirigida a los antígenos “fundamentales” pueden bloquear el efecto
ADCI de anticuerpos protectores. Cada fracción IgG debería ser utilizada al 10% de su concentración original en el
suero.

La prueba del protocolo ADCI se puede modificar y realizar con una ADCI de dos-etapas con activación de corto-
plazo de monocitos de acuerdo con el siguiente procedimiento:

(i). Incubar MN por 12-18 hrs con prueba Ig y esquizontes infectados maduros síncronos con RBC, al 5-10% de
parasitemia.

Durante el primer tiempo de cultivo, la ruptura de RBC infectado ocurre y los merozoitos se liberan.

(ii). Recolectar sobrenadantes de cada pozo y centrifugarlos a 700 g.

(iii). Distribuir los sobrenadantes en una placa de 96-pozos, a 100 µL/pozo

(iv). Adicionar a cada pozo 100µL de cultivo de P. falciparum asíncrono que contiene medio fresco, un 0.5-1% de
parasitemia, 5% de hematocrito (se toma particular cuidado para reducir a un mínimo la contaminación de leucocitos
de la preparación de RBC utilizada para este segundo cultivo).

(v). A 36 hr de cultivo, adicionar 1 mCi de 3H hipoxantina a cada pozo.

(vi). A 48 hr de cultivo, las células cosechadas y se estima la absorción 3H mediante conteo en un contador de
centelleo líquido.

(Tabla pasa a página siguiente)
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2.B. Resultados

TABLA 1

Las regiones C-terminal utilizadas para producir los anticuerpos se indican en la Figura 18, y corresponden a las
líneas horizontales debajo de cada una de las proteínas. Han sido clonadas en E. coli utilizando el vector PTCR-His.

Ejemplo 2

Ensayos in vivo por transferencia pasiva de anticuerpos en ratones

Los resultados in vitro mostrados en el ejemplo 1 se confirmaron bajo condiciones in vivo mediante experimentos
de transferencia pasiva de anticuerpos específicos en ratones con inmunidad comprometida, RBCs-injerto humano,
infectado con P. falciparum.
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Los materiales y métodos utilizados para realizar los experimentos descritos en el presente ejemplo se describen en
(Brahimi, Perignon et al. 1993; Badell, Oeuvray et al. 2000). En particular, los métodos para obtener los anticuerpos
han sido descritos por Brahimi et al.

Debido a la complejidad de la manipulación de este modelo, todos los anticuerpos no pudieron ser probados hasta
ahora, pero los anticuerpos para el péptido MSP-3-b, péptido MSP-3-d y para la GLURP-región R0 fueron todos
encontrados capaces, en condiciones de transferencia pasiva in vivo, para eliminar una parasitemia de P. falciparum
establecida en ratones SCID con inmunidad comprometida (Figuras 3, 4 y 5). Se puede observar que el efecto de
depuración de los anticuerpos anti-MSP-3-b y MSP-3-d es extremadamente fuerte y, al contrario que la depuración in-
ducida por anticuerpos anti-GLURP, ajustado con la misma concentración del anticuerpo, es menos efectiva: el tiempo
para la depuración de parásitos después de la transferencia es aproximadamente doble de tiempo con el anti-GLURP
que el obtenido con los anticuerpos anti-MSP-3. De nuevo aquí, por las razones descritas en este documento, la red
de la reactividad en cruz entre los 6 genes descritos con detalle implica que los anticuerpos dirigidos a los otros genes
tendrán más probablemente el mismo efecto biológico, si se transfieren en ratones infectados con P. falciparum. Final-
mente, este efecto in vivo además se confirmó utilizando un anticuerpo recombinante humano dirigido al epitope MSP-
3-b (Figura 6), la reactividad cruzada con proteína recombinante MSP-3-2 y que, tras la transferencia pasiva, se puede
eliminar la parasitemia en ratones SCID P. falciparum. Resultados esencialmente similares, también se obtuvieron
utilizando anticuerpos elicitados por inmunización artificial de voluntarios humanos utilizando un Péptido Sintético
Grande que cubre la región de los péptidos MSP-3-b, c, d que mostraron el mismo efecto, tanto en condiciones in vitro
como en condiciones in vivo, en el modelo de ratón SCID P. falciparum. (Figura 7).

Ejemplo 3

Experimentos de Inmunización en monos

Los datos protectores recolectados bajo condiciones in vitro y in vivo además se confirmaron independientemente
mostrando que los monos aotus inmunizados por MSP-3-1 en forma recombinante con adyuvante mediante adyuvante
completo de Freund, produjo anticuerpos efectivos en el mecanismo ADCI y que los monos, cuando se desafían
por una inoculación de la etapa sanguínea de P. falciparum virulento, fueron capaces de controlar y desactivar su
parasitemia por P. falciparum, mientras que los monos control no.

Ejemplo 4

Comparación de los efectos biológicos obtenidos con IgG Africano total y con anticuerpos anti-MSP-3-b purificados

La comparación del efecto biológico obtenido con IgG Africano total y con anticuerpos anti-MSP-3-b purificados
ajustados en la misma concentración como en el IgG Africano total, muestra un efecto más completo y fuerte de
los anticuerpos anti-MSP-3-b solos, lo cual acentúa su potencial como vacuna. En el curso de los estudios previos y
presentes, los inventores observaron que la afinidad de los anticuerpos purificados con el péptido MSP-3-b tuvo un
efecto aparentemente más rápido y duro que la IgG Africana total, de la cual fueron extraídos. Esta observación fue
sumamente interesante, ya que P. falciparum que se hace de cerca de 6000 diferentes proteínas, y el péptido MSP-
3-b que es solo una pequeña región de una de ellas, se puede calcular que los anticuerpos anti-MSP-3-b deberían
corresponder a menos de 1/10,000 de los anticuerpos totales obtenidos por la exposición al parásito.

Otros estudios se llevaron a cabo ya sea con IgG total o con anticuerpos anti-MSP-3-b y se resumen en la figura
8. Es notable que en estos experimentos, la cantidad de anticuerpos anti-MSP-3-b en el IgG total o en la preparación
purificada, fuera exactamente la misma. Estos experimentos, que corresponden a la ± SD media de 6 ratones tratados
por anticuerpos anti-MSP-3-b y los 6 ratones tratados por IgG Africana total purificada, confirmaron claramente que
hubo:

- un efecto mucho más rápido de los anticuerpos anti-MSP-3-b,

- un efecto más completo de los anticuerpos anti-MSP-3-b, ya que llevan a una depuración total de la parasitemia
en ratones, mientras que la IgG inmune lleva a una disminución pero sin efecto de esterilización, como fue el caso con
la misma preparación cuando se inyectó en voluntarios humanos (y, como es el caso, en donantes Africanos adultos
que mantuvieron una parasitemia crónica de bajo-grado).

Esta observación implica que existen otros anticuerpos presentes en la IgG africana inmune, que compite o bloquea
el efecto inhibidor de los anticuerpos anti-MSP-3. Esta interacción negativa entre diferentes anticuerpos es reminiscen-
te de lo reportado, por ejemplo, por Blackman and collaborators para los anticuerpos anti-MSP-1. También se puede
relacionar con la interferencia de los anticuerpos no-citofílicos dirigidos a otra superficie de antígenos de merozoitos
y que podrían actuar indirectamente, por ejemplo, por impedimento estérico, reduciendo el acceso a los antígenos de
MSP-3 de los anticuerpos anti-MSP-3.

En cualquier caso, esta observación también tiene implicaciones muy importantes para el desarrollo de vacunas:
se puede tomar como una indicación que la inmunización por antígenos seleccionados de la malaria, pueden producir

19



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 094 T3

respuestas de protección más estrictas que aquellas que resultan de la exposición a todas las proteínas de la malaria, o
al menos a varias de ellas.

En otras palabras, la inmunización, por moléculas que se identifican como blancos de mecanismos protectores
puede llevar a inducir una protección más fuerte que aquella desarrollada por la exposición natural, que ya es la más
fuerte protección conocida contra las etapas sanguíneas asexuales en seres humanos. Por tanto, es extremadamente
prometedor para el desarrollo de una futura, vacuna eficiente contra la malaria.

Ejemplo 5

Conservación del epitope en la familia MSP-3

Los materiales y métodos utilizados para realizar los experimentos descritos en el presente ejemplo se describen en
(Brahimi, Perignon et al. 1993; Badell, Oeuvray et al. 2000). En particular, los métodos para obtener los anticuerpos
han sido descritos por Brahimi et al.

Como una consecuencia de las homologías estructurales entre los miembros de la familia de genes, la existencia
de reactividad en cruz inmunológica entre las proteínas correspondientes se confirmó: los anticuerpos humanizados
fueron purificados por afinidad en el producto de cada gen y respondieron a todo lo restante.

Los resultados muestran que los anticuerpos inducidos contra una sola proteína de la familia MSP-3 también
reaccionaron con otros antígenos, en la inmunotransferencia (Figuras 16 y 17), y en ELISA (Tabla 2 abajo).

TABLA 2

Los anticuerpos para los siete productos génicos son todos efectivos a la mediación de la destrucción de la etapa
sanguínea de P. falciparum, en el mecanismo de ADCI anticuerpo mediado, monocito-dependiente, bajo condiciones
in vitro. Los resultados muestran que los anticuerpos para cada una de aquellas regiones son igualmente efectivos en

conseguir la inhibición de crecimiento de la etapa eritrocítica de P. falciparum bajo condiciones in vitro

Este estudio, que todavía está en marcha, mostró que los anticuerpos purificados por afinidad en el producto de
un gen, reaccionan en cruz con los productos de los otros genes y viceversa para cada uno de ellos, que también se
muestra indirectamente por los resultados obtenidos en ADCI (Ejemplo 1).
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La consecuencia práctica en el nivel inmunológico y de desarrollo de vacunas es que la inmunización por cualquiera
de los miembros de la familia de genes inducirá los anticuerpos reactivos a los mismos y a todos los productos génicos
restantes.

Por consiguiente, esto constituye un tipo muy particular de familia de multi-genes donde, en lugar de polimorfismo
de epitope, que es usualmente la característica de la familia de multi-genes descritos hasta la fecha, la conservación
de epitope es aquí la principal característica y donde, en caso de deleción, la mutación en un gen determinado, otro
o todos los otros miembros de la familia pueden asumir la función antigénica. Además todos los genes se expresan
simultáneamente por un parásito dado.

En este documento se propone que esto constituye no solo una familia de vacuna preferencial, sino también un
mecanismo desarrollado por el parásito para asegurar su supervivencia. El parásito solamente puede sobrevivir a
condición de que no destruya su huésped: por la inducción de anticuerpos que reducen la parasitemia a través del me-
canismo de ADCI, el parásito garantiza un grado de protección suficiente del huésped inmune y por lo tanto garantiza
su propia supervivencia. La duplicación del epitope proporcionada por la familia de genes garantiza que más de un
producto génico puede cumplir esta tarea esencial.

Ejemplo 6

Los resultados obtenidos En ADCI con los péptidos MSP-3-2

Los resultados obtenidos en ADCI con péptidos MSP-3-2 a, b, c, d, e y F son los mismos como aquellos obtenidos
con los mismos péptidos a partir de MSP-3-1, i.e., los anticuerpos dirigidos contra los péptidos MSP-3-2 b, c, d y e
tienen una Actividad ADCI, mientras que aquellos dirigidos contra los péptidos MSP-3-2 a y f, no.

Ejemplo 7

La complementariedad entre las respuestas a MSP3 y GLURP mostrada en un estudio longitudinal clínico y de
seguimiento parasitológico

7.A. Materiales y métodos

7.A.1. Área de estudio, población y supervisión clínica

El pueblo OoDo es una región boscosa re-colonizada de Myanmar con un clima tropical caracterizado por esta-
ciones secas cálidas, secas frías y monzones. En esta área, la malaria se encontró que es estable e hiper-endémica con
variación estacional, la mayoría de las infecciones fueron debidas al Plasmodium falciparum (98%) y el Plasmodium
vivax fue responsable para el 2% restante. Un ataque de malaria fue definido de acuerdo con 4 criterios concomitan-
tes: i)- temperatura axilar corregida ≥38.0ºC, ii)-ausencia de otras enfermedades clínicas, iii)- presencia de formas
asexuales de P. falciparum en películas de espesor, y iv)- mejora clínica y parasitológica después del tratamiento con
cloroquina. Dos ataques febriles fueron considerados como dos diferentes episodios de malaria si no fueron separados
por ≥72 h. Los resultados de los primeros 33 meses de seguimiento han sido publicados recientemente (Soe, Khin
Saw et al. 2001). La misma población de estudio se siguió por un año adicional, hasta el 31 de Diciembre de 1998,
utilizando el mismo protocolo. Las muestras de sangre venosa se elaboraron durante Septiembre de 1998, y los índices
de ataques de malaria registrados del 1º de Enero a Diciembre 31 de 1998, se utilizaron para analizar la relación con
protección clínica.

7.A.2. Toma de muestra de sangre y estudio parasitológico

La supervisión de la infección de la malaria se llevó a cabo por examen mensual sistemático de películas de
sangre espesa y delgada a partir de un pinchazo de dedo. Una lámina se consideró como negativo si ningún parásito
se visualizó a 200 campos en aceite con tinción Giemsa de película gruesa. Para los casos febriles dos películas
de pinchazos de dedo antes y después del tratamiento con cloroquina se examinaron. Muestras de sangre venosa se
recolectaron en vacutainers, los sueros se dividieron en alícuotas de forma aséptica, y se almacenaron a -20ºC hasta
la prueba. Las muestras tomadas de un subgrupo representativo de 116 aldeanos de los cuales más del 60% de las
películas de sangre de cada mes fueron disponibles para los datos parasitológicos se seleccionaron de cohorte más
amplio de 292 residentes.

7.A.3. Antígenos

Los tres antígenos GLURP recombinantes se derivaron de la región R0 no repetida N-terminal (GLURP27−500),
la región R1 repetida (GLURP489-705), y la región R2 repetida C-terminal (GLURP705−1178) de P. falciparum F32
(Oeuvray, Theisen et al. 2000). El fragmento 19-kDa C-terminal de MSP1, MSP119, de la cepa Wellcome (MSP1-
W-19) se produjo como un proteína de fusión-GST recombinante en Escherichia coli y fue un regalo en especie de
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Dr. A. Holder, UK. La etiqueta-GST se retiró por segmentación enzimática y posterior cromatografía por afinidad
antes de utilizar. El péptido sintético MSP3b (184-AKEASSYDYILGWEFGGGVPEHKKEEN-210, SEQ ID No: 5)
contiene el epitope de la célula-B de MSP3b, que reacciona con los anticuerpos humanos efectivos de ADCI (Oeuvray,
Bouharoun-Tayoun et al. 1994).

7.A.4. Ensayos de Anticuerpos

Los niveles de anticuerpos a los tres antígenos derivados de P. falciparum, se determinaron mediante el ensayo de
enzima ligada inmunoabsorbente (ELISA) como se describe previamente (Oeuvray, Theisen et al. 2000). En resumen,
las placas de microtitulación (Maxisorb, Nunc, Denmark) se cubrieron durante la noche a 4ºC con las proteínas o
péptidos sintéticos recombinantes en las siguientes concentraciones: 0.5 µg/ml (R0 y R2), 1 µg/ml (R1 y MSP1) y
5 µg/ml (MSP3b). Para los antígenos GLURP 0.05 M de Na2CO3, pH 9.6 y para MSP1 y MSP3 solución salina
reguladora de fosfato (PBS) pH 7.4 se utilizaron como soluciones reguladoras del revestimiento. El siguiente día las
placas se lavaron con PBS más Tween 20 al 0.05% (PBST) y se bloquearon con leche descremada al 2.5% en PBS
por 2 h. Los sueros diluidos en PBST que contiene 1.25% (peso/v) de leche descremada, se adicionaron a los pozos
por duplicado y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. Las diferentes diluciones de sueros se hicieron para
cada antígeno: 1:200 para GLURP, 1:100 para MSP1 y 1:20 para MSP3. Estas diluciones se seleccionaron después
de estudios pilotos preliminares, que manifestaron más de una diferencia de 10-veces entre las muestras control y
prueba. El anticuerpo unido se detectó mediante inmunoglobulina anti-humana de cabra conjugada con peroxidasa
(Caltag Laboratories), diluida 1:3000. El color se manifestó por O-fenilenodiamina (Sigma, St. Louis, Mo.) y H2O2
en solución reguladora citrato pH 5 por 30 min. La densidad óptica (OD) a 492 nm, se determinó en un lector de
placa (Titertek Multiskan MCC 1340). Las placas se lavaron extensamente con PBST entre cada una de las etapas de
incubación. Todas las pruebas de ELISA incluyeron 6 sueros control, seleccionados aleatoriamente entre 100 donantes
de sangre Franceses nunca expuestos a la malaria.

Para la determinación de las subclases de IgG1-4, se utilizaron subclases anti-humanas de ratón monoclonales
(clones NL16=IgG1 (Boehringer ®), HP6002=IgG2 (Sigma®), Zg4=IgG3, y RJ4=IgG4 (ambos de Immunotech®)).
Se diluyeron 1:2,000, 1:10,000, 1:10,000, y 1:1,000, respectivamente en 1.25% (peso/v) de leche descremada en
PBST y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. IgG anti-ratón de cabra conjugado con peroxidasa (Caltag
Laboratories®), se diluye 1:3000 en 1.25% (peso/v) de leche descremada en PBST se adicionó y se incuba por 1 h. El
anticuerpo marcado unido se manifestó como se describe anteriormente. Las diluciones de cada anticuerpo monoclonal
isotipo-específico (MAb) han sido determinadas previamente como aquellas que discriminan entre las subclases de Ig
humana, i.e. que no produce reacciones en cruz entre las subclases (Oeuvray, Theisen et al. 2000). Los resultados
para IgG total así como los niveles de anticuerpos de subclases se expresaron como proporciones de respuesta del
anticuerpo que fueron calculadas dividiendo la OD media de la prueba con la media más 3 SD de los 6 controles
normales corren simultáneamente. Una muestra con una proporción de ≥1 se consideró positiva.

7.A.5. Análisis estadísticos

La prueba U de Mann-Whitney y el coeficiente de correlación de orden de rango de Spearman, se utilizaron para los
cálculos de los valores-P. La asociación entre el riesgo del ataque de malaria durante 1998 y los niveles de anticuerpos
(expresados en proporciones) se probaron con el software JMP®, utilizando tanto un modelo de regresión de Poisson
donde el efecto de factores de confusión tales como edad, género, tiempo de permanencia en el pueblo y transmisión
se controlaron como un análisis de regresión logística (con o sin presencia del ataque de malaria).

7.8. Resultados

7.B.1. Infecciones por P. falciparum en el estudio de cohorte

Los 116 sujetos en el estudio de cohorte fueron del pueblo OoDo situado en Myanmar, Sudeste de Asia, donde
la malaria es hiper-endémica (Soe, Khin Saw et al. 2001). La prevalencia de parasitemia de P. falciparum fluctúa
alrededor del 40% de Enero a Julio y se redujo alrededor del 20% de Agosto a Diciembre en 1998. La incidencia
de malaria clínica, que se calculó como el número medio de ataques por mes en el estudio de cohorte y se expresó
en porcentaje varió considerablemente durante el año, alcanzando un máximo en Junio. La velocidad de inoculación
infecciosa no se ha determinado para OoDo, sin embargo, Tun-Lin, W et al (Tun-Lin, Thu et al. 1995) encontraron
13.7 picaduras infecciosas por persona por año en un pueblo, que se localiza 15 km al Este del pueblo OoDo. El
hallazgo concuerda bien con un número estimado de 11 picaduras infecciosas por persona por año, según se calcula
por el método de (Beier, Killeen et al. 1999). La mayoría de las infecciones (98%) fueron debidas a P. falciparum
(Soe, Khin Saw et al. 2001). Durante el periodo de 12 meses de supervisión clínica continua, 86 (74%) de los 116
aldeanos tuvieron al menos un ataque de malaria como se define en la sección Material y Método y estos individuos
se consideraron que eran susceptibles a la malaria. Durante el mismo periodo de 12 meses, 30 (26%) de los aldeanos
no tuvieron episodios de malaria clínica, y estos individuos fueron considerados como protegidos clínicamente.
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7.B.2. Reconocimiento de anticuerpo de derivados de antígenos MSP3, GLURP, y MSP1 del P. falciparum

Los niveles de IgG, y las subclases IgG contra el péptido MSP3bJ84−2J0 (MSP3b) y las cuatro proteínas recombi-
nantes que representan las regiones GLURP27−500 (R0), GLURP489−705 (R1), GLURP705−1179 (R2), y MSP1-19-kDa C-
terminal, se determinaron en los 116 sueros recolectados durante Septiembre 1998. R2 fue el antígeno reconocido más
frecuentemente por los anticuerpos de IgG (67.2%) seguido por R1, MSP3b y MSP1 (todos a 62%), y R0 (58.6%).
Los valores de OD más altos se obtuvieron contra R0 y R2, mientras que MSP3b produjo los valores de OD más bajos.
Los niveles de IgG contra las tres regiones GLURP y MSP1 se asociaron significantemente con la edad (coeficiente
de correlación de orden de rango de Spearman, R=0.51, 0.26, 0.41, y 0.43 para R0, R1. R2, y MSP1, respectivamente,
P<0.05) mientras que la respuesta de IgG contra MSP3 fue independiente de la edad (R= 0.16, P=0.17). En cuan-
to a las respuestas de las subclases, IgG1 e IgG4 contra MSP1, IgG2 contra MSP3, IgG1 e IgG3 contra R0, IgG2
e IgG3 contra R1 e IgG4 contra R2, se encontraron significantemente asociados con la edad (Tabla 3). Ni el nivel
ni la prevalencia de la respuesta positiva de anticuerpo variaron con el género para ninguno de los antígenos de la
prueba.

TABLA 3

Relación entre la edad y el nivel de respuesta de las subclases de los anticuerpos a cada uno de los antígenos
estudiados. Los valores P y R se calcularon, mediante el Coeficiente de correlación de Rango de Sperman

7.B.3. Respuestas de anticuerpos y protección clínica

Una diferencia notable entre las respuestas de las subclases de IgG y la protección, se observó para los tres di-
ferentes antígenos (Tabla 4). Por ejemplo, la respuesta de IgG contra el fragmento C-terminal 19-kDa de MSP1, fue
casi exclusivamente de las subclases IgG1 con un valor promedio de 8.6 veces mayor en el protegido que en el grupo
susceptible mientras que, los anticuerpos IgG3 predominaron contra el epitope MSP3b en individuos protegidos con
un valor promedio de 6.5 veces mayor que el encontrado en individuos susceptibles. Aunque menos pronunciado, una
disparidad similar en la respuesta citofílica de las subclases de IgG también se observó para diferentes regiones de
los anticuerpos de GLURP, IgG1 predominantes contra la región-R0 no-repetida y los anticuerpos IgG3 prevalentes
contra la región repetida R2.
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TABLA 4

Niveles promedio (y el rango interquartil) de anticuerpos de las subclases de IgG para los antígenos MSP1, MSP3 y
GLURP encontrados en aldeanos de OoDo considerados como ya sea protegidos de, o susceptibles a los, ataques de
malaria por P. falciparum durante 1 año de seguimiento activo y continuo. Dado el número de pruebas estadísticas

realizadas, el factor de corrección de Bonferroni se aplicó para determinar el nivel de significancia y solo los valores
P < .0025 se consideraron significantes (*). Los valores P se determinaron a partir de la prueba U no-paramétrica

de Mann-Whitney. La diferencia de veces se refiere a la proporción de valores promedio de los dos grupos. # Valores
marginalmente diferentes

Dado que los títulos del anticuerpo contra GLURP y MSP1 aumentan en función de la edad, la correlación del
estado clínico de los aldeanos con diversos anticuerpos fue reexaminado en un modelo de regresión logístico que
considera la edad y todas las respuestas de anticuerpos (log transformado) como variables explicativas. Cuando se
prueban estos parámetros en el modelo y en particular cuando la edad se controló para, entre todas las respuestas de
anticuerpos, los pronosticadores más fuertes de la protección contra la malaria identificados fueron aumentando los
niveles de IgG3 contra MSP3b (proporción F = 67.5; P < 0.0001) y contra GLURP-R0 (proporción F = 23.1; P <
0.0001). Otros anticuerpos no se asocian significantemente con la protección. En contraste, los análisis indicaron que
los niveles de IgG4 contra R0 (proporción F = 4.4; P = 0.038) y R1 (proporción F = 3.9; P = 0.051) aumentan con el
número del ataque de la malaria, i.e. eran en cierta medida pronostico de la susceptibilidad a la malaria.

7.B.4. Respuestas de especificidad del antígeno de IgG3 en aldeanos protegidos

La Figura 14A muestra el patrón general de respuestas del anticuerpo IgG3 encontrado contra los diferentes an-
tígenos de la etapa sanguínea en OoDo. El rango de valores fue grande para la mayoría de respuestas de anticuerpos
de antígeno-específico y esto sugiere que diferentes subgrupos de “respondedores” podrían existir. Los sueros de al-
deanos que fueron protegidos de la malaria clínica no muestran todos valores de IgG3 altos contra ambos MSP3b
y GLURP-R0. Algunos individuos mostraron una reactividad de IgG3 inesperadamente baja, contra ya sea uno de
estos 2 antígenos. En un intento por entender cómo estos aldeanos fueron protegidos contra los ataques de malaria,
dos sub-grupos se identificaron, caracterizados por: a)- respuestas de IgG3 bajas contra MSP3 (7 de cada 30 casos) o
b)- respuestas de IgG3 bajas contra R0 (15 de cada 30 casos). Los niveles de anticuerpos IgG3 contra los otros tres
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antígenos se estimaron (Fig. 14B). Los 7 individuos protegidos (edad promedio ± 1error std = 33.9 ± 7.0 años) con
una respuesta de IgG3 baja para MSP3b (IgG3 proporción= 1.26 ± .22) se encontró que tienen una fuerte respuesta de
IgG3 para R0 (proporción IgG3 = 9.09 ± 3.41) y para R2 (proporción IgG3 = 8.36 ± 5.86). En el segundo subgrupo
de los otros 15 individuos (24.7 ± 4.3 años de edad) también protegido a pesar de una baja respuesta de IgG3 para
GLURP-R0 (proporción IgG3 = 0.55 ± .08), la situación inversa se encontró (Figura 14C): una respuesta de IgG3 alta
de anticuerpo contra MSP3b se observó (proporción IgG3 =10.45 ± 2.07) y para unas extensiones menores contra
GLURP-R2 (proporción IgG3 =4.43 ± .80). Los títulos para aquellos que responden a solo un antígeno tienden a ser
más altos que aquellos que responden a ambos antígenos (Tabla 4). El número de años en el pueblo OoDo no difiere
significantemente entre los grupos de baja respuesta a MSP3 (20.43 ± 4.70 años de residencia) y R0 (18.7 ± 10.6 años
de residencia).

Los sueros de 13 de los 30 individuos considerados como protegidos en 1998 también han sido muestreados en
1993, y por lo tanto se utilizaron para comparar en un intervalo de 5 años los niveles relativos de anti-MSP3 y anti-
RO IgG1 y anticuerpos IgG3. Según se muestra en la Fig 14D y 14E, no hubo cambios principales detectables en los
niveles de IgG1 específico contra los dos antígenos. En contraste, los niveles de anticuerpos IgG3 para ambos MSP3 y
GLURP aumentan de 1993 a 1998. En el subgrupo de 7 individuos con IgG3 elevada contra MSP3 en 1998 (Fig 14D),
la diferencia corresponde a un aumento de 1.67 veces (P=.11). En el subgrupo de 6 sujetos con elevada IgG3 contra
R0 en 1998 (Fig 14E), la diferencia correspondía a una más importante, ie. Aumento de 3.93 veces (P=.05). Los 6
individuos con respuestas de IgG3 altas contra MSP3 en 1998 también tuvieron altos títulos 5 años antes, sugiriendo
que ya eran protegidos vía una respuesta de IgG3 anti-MSP3 sostenida en 1993, cuando tuvieron 18.2 ± 9.8 años
de edad. En contraste, para GLURP los 7 individuos con una fuerte respuesta anti-R0 IgG3 detectable en 1998 tuvo
respuestas de IgG3 anti-R0 sustancialmente inferior 5 años antes (P=0.0157), cuando tuvieron 23.7 ± 6.9 años de
edad. Así, hubo un cambio drástico en aquellos 7 individuos protegidos vía IgG3 para R0 en 1998 y su protección 5
años antes, se relacionó posiblemente a IgG3 contra MSP3.

7.C. Discusión

El presente estudio es el primero que muestra una asociación entre las respuestas de anticuerpos antígeno-específi-
cos y protección de la malaria clínica en el Sud Este de Asia. La prevalencia de la respuesta positiva de los anticuerpos
contra GLURP y MSP3 fue alta en OoDo, oscilando de 58.6% (R0) a 67.2% (R2). Esta observación está en concor-
dancia con el hallazgo que los epitopes de la célula-B entre GLURP y MSP3 se conservan altamente entre líneas de
laboratorio de P. falciparum y aislados de campo de África y Asia (Huber, Felger et al. 1997), (McColl and Anders
1997; of Stricker, Vuust et al. 2000). La prevalencia de anticuerpos frente a MSP1-W-19 también fue alta, siendo casi
dos veces los valores encontrados en Gambia y Sierra Leona (Egan, Morris et al. 1996) y en Ghana (Dodoo, Theander
et al. 1999) sugiriendo que las cepas relacionadas con la cepa Wellcome podrían ser prevalentes en OoDo.

Los títulos altos de ELISA se encontraron contra las regiones GLURP RO- y R2- recombinantes y MSP1. Las
diferencias en los títulos de ELISA de GLURP-R0, -R1, -R2 y MSP1 muy probablemente reflejan diferencias en la
reactividad del anticuerpo en suero. En contraste, el ELISA de MSP3 dio señales comparativamente menores, sin
embargo esta discrepancia puede ser al menos, en parte, relacionada con el uso de un péptido sintético pequeño que
define un solo o número limitado de epitopes, en comparación con las proteínas recombinantes en el caso de GLURP
y MSP1 que se conocen por definir varios epitopes (Theisen, Soe et al. 2000).

Los niveles de IgG contra todas las regiones GLURP y MSP1 se asociaron significantemente con la edad (P<0.05)
mientras que en contraste con esta situación, la respuesta de IgG contra MSP3 se encontró independiente de la edad.
En cuanto a las respuestas de las subclases de IgGs, varias de ellas también se encontraron significantemente asociadas
con la edad y estas variaciones podrían reflejar la duración de la exposición a los parásitos de la malaria, así como la
maduración progresiva del sistema inmune con el tiempo.

Hubo un incremento estadísticamente significante en los niveles de IgG3 contra R0 y MSP3 entre los individuos
protegidos que viven en OoDo en comparación con aquellos no-protegidos. Estos resultados están en desacuerdo
con aquellos de Dodoo et al. (Dodoo, Theisen et al. 2000), quienes encontraron que la respuesta citofílica de los
anticuerpos contra R0 y R2 fueron fuertes pronosticadores de protección en niños de Ghana, y los de Oeuvray et al.,
que encontraron una consistente correlación entre la protección y la IgG3 elevada contra ambos GLURP-R0 y R2 en
Dielmo, West África (Oeuvray, Theisen et al. 2000). De modo semejante las respuestas de IgG3 de MSP3-específico
han sido previamente asociadas con la protección contra la malaria clínica en Dielmo. En conjunto, estos resultados
sugieren que la misma respuesta de las subclases de IgG con los mismos epitopes fundamentales se involucran en el
desarrollo gradual de protección contra la malaria por P. falciparum en Africano, así como en poblaciones Asiáticas
que viven en zonas endémicas de la malaria. Además, el presente estudio encontró una correlación significante negativa
entre los niveles de anticuerpos no-citofílicos contra R0 y R1 y protección clínica. Por consiguiente, por una parte,
existe una asociación positiva entre las respuestas de las subclases de IgG citofílica y la protección y por otra parte,
una asociación negativa entre las respuestas de las subclases no-citofílicas con la misma especificidad del epitope y
la protección. Este resultado epidemiológico está en desacuerdo con la observación in vitro que los anticuerpos no-
citofílicos pueden inhibir el puente de los merozoitos y monocitos humanos por anticuerpos citofílicos contra el mismo
objetivo antigénico y por consiguiente reduce la capacidad de la última para controlar la multiplicación del parásito
por el mecanismo de ADCI (Bouharoun-Tayoun and Druilhe 1992).
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Considerando que la mayoría de los residentes protegidos de OoDo tuvo respuestas de IgG3 altas contra ambos
MSP3 y GLURP, un número de individuos con baja o casi ninguna respuesta de IgG3 contra ya sea uno de estos
antígenos también parece que es protegido. Los inventores encontraron que todos los individuos protegidos con baja
respuesta de IgG3 de GLURP-R0 específico tuvieron niveles de anticuerpos IgG3 anti-MSP3 específicos significan-
temente elevados, y viceversa. Esta observación sugiere que los anticuerpos contra GLURP y MSP3 pueden actuar de
una manera complementaria para controlar la multiplicación del parásito en individuos inmunes. Esto es relevante en
consideración con el papel de estos anticuerpos en el mecanismo de ADCI. De hecho, solo la evaluación simultánea
de varios antígenos reveló este efecto complementario. Este hallazgo está en favor de las pruebas de varios antígenos
de forma simultánea para complementarios como para posibles efectos antagonísticos que podría tener consecuencias
en el diseño de vacunas combinadas.

En conclusión, el presente estudio muestra que (1)- los epitopes fundamentales en los antígenos MSP3 y GLURP,
que son más conservadas, son blancos de anticuerpos protectores en zonas endémicas distantes geográficamente del
mundo. (2)- anticuerpos IgG3 para MSP3 y GLURP-R0 son los pronosticadores más fuertes de protección de la
malaria clínica en un Africano y también un Asiático. (3)- Para alcanzar un estado de premunición en Asia, así como
en África, es necesario producir una subclase citofílica de anticuerpo contra antígenos fundamentales (a saber, MSP3b
y GLURP que ambos inducen los anticuerpos activos en ADCI). (4)- Parece que es un efecto de complementariedad
entre estos dos antígenos. Las respuestas de IgG3 pueden tener efectos similares contra el riesgo de los ataques de
malaria, a condición de que se presenten contra un antígeno cuando las respuestas a los otros son bajas o casi ausentes.
(5)- Las respuestas a diferentes epitopes de célula B en un antígeno dado parece evolucionar independientemente y el
nivel de reconocimiento puede cambiar con el tiempo.

La complementariedad de las respuestas observadas a los dos principales blancos de ADCI identificados hasta la
fecha, proporciona la primera base racional para combinar estos dos antígenos en una formulación de vacuna híbrida.
Adicionalmente, los estudios de inmunogenicidad realizados en modelos de animales pre-clínicos con la vacuna de
híbrido presta más apoyo a esta combinación de antígeno demostrando que mejora la inmunogenicidad con respuestas
bien balanceadas, equilibradas a cada molécula.
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REIVINDICACIONES

1. Un Polipéptido antigénico de la proteína MSP3.3 de SEQ ID NO:6 que comprende al menos un motivo del tipo
MSP-3-c/d como se define en SEQ ID NO:27.

2. Un polipéptido antigénico de la proteína MSP3.3 de SEQ ID NO:6 que comprende al menos un motivo del
tipo MSP-3-c/d, obtenido por sustitución conservadora de al menos un aminoácido de SEQ ID NO:27, siendo dicho
motivo reconocido por un anticuerpo dirigido contra el motivo del tipo MSP-3-c/d como se define en SEQ ID NO:27,
a condición que dicho polipéptido antigénico no sea un fragmento de MSP-3-1 de la SEQ ID NO: 2 o un fragmento
de MSP-3-2 de la SEQ ID NO: 4.

3. Un polipéptido antigénico de acuerdo con la reivindicación 2, que comprende al menos un motivo del tipo MSP-
3-c/d, que muestra al menos 90% de identidad con el motivo según se define en SEQ ID NO:27.

4. Un polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que además comprende al
menos un motivo del tipo MSP-3-b, que tiene una secuencia seleccionada entre la secuencia de SEQ ID Nos: 17 a 24.

5. Una composición polipeptídica antigénica que comprende un motivo del tipo MSP-3-c/d como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y al menos otro motivo del tipo MSP-3-c/d seleccionado en el grupo que
consiste de:

a. SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30;

b. un motivo del tipo MSP-3-c/d obtenido por la sustitución conservadora de al menos un aminoácido en una
secuencia seleccionada en el grupo que consiste en tener una secuencia de SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:29 o SEQ ID NO:30, siendo dicho motivo reconocido por un anticuerpo dirigido contra cualquier
motivo del tipo MSP-3-c/d como se define en SEQ ID NO:25 a SEQ 10 NO:30; y

c. un motivo del tipo MSP-3-c/d que muestra al menos 90% de identidad con SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26,
SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30.

6. Una composición de polipéptido antigénico de acuerdo con la reivindicación 5 que comprende un motivo del
tipo MSP-3-c/d, como se define en SEQ ID NO:27 y al menos otro motivo del tipo MSP-3-c/d seleccionado en el
grupo que consiste de SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30.

7. Una composición de polipéptido antigénico de acuerdo con la reivindicación 5 o 6. En donde los citados al
menos dos motivos del tipo MSP-3-c/d diferentes, se llevan por moléculas distintas.

8. Una composición de polipéptido antigénico de acuerdo con la reivindicación 5 o 6, en donde dichos al menos
dos motivo del tipo MSP-3-c/d diferentes se llevan por una molécula única.

9. La composición polipeptídica antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, que además
comprende un polipéptido antigénico que comprende al menos 10 residuos de aminoácidos consecutivos de la región
R0 de GLURP.

10. La composición polipeptídica antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que es un
mixotope que comprende los péptidos sintéticos que comprenden la secuencia:

L-X1X2X3-X4-X3-X5-X6-X7-D-X8-X9-X10-I-X11-X12X13-X14-X15-X16 (SEQ ID No:33),

en donde:

X1 = E, o S;

X2 = L, H, S o Q;

X3 = I, V o L;

X4 = K, N, Y o P;

X5 = T, S o P;

X6 = S o L;

X7 = K, W o S;

X8 = E, K, R o I;
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X9 = E o N;

X10 = D, N o Q;

X11 = I, V, S, P o A;

X12 = K, D o N;

X13 = H o E;

X14 = N o S;

X15 = E o D; y

X16 = D o Q.

11. La composición polipeptídica antigénica de acuerdo con la reivindicación 10, que es una mezcla de al menos
50, al menos 100, o al menos 500 péptidos de diferentes secuencias.

12. El polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la composición polipeptí-
dica antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en donde una molécula lipídica se une a al
menos parte de las moléculas polipeptídicas.

13. El polipéptido antigénico o composición polipeptídica de acuerdo con la reivindicación 12, en donde la molé-
cula lipídica es un residuo C-terminal palmitoilisilamida.

14. El polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la composición polipep-
tídica antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en donde al menos parte de las moléculas
polipeptídicas se unen a un soporte.

15. El polipéptido antigénico o composición polipeptídica de acuerdo con la reivindicación 14, en donde el soporte
es partículas virales, o perlas de nitrocelulosa o poliestireno, o un polímero biodegradable

16. El polipéptido antigénico o la composición polipeptídica de acuerdo con la reivindicación 15, en donde dicho
polímero biodegradable es el lipofosfoglicano o el ácido poli-L láctico.

17. Una composición inmunógena que comprende, como un inmunógeno, un polipéptido antigénico de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 12 a 16, o una composición polipeptídica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 5 a 15.

18. Una vacuna contra la malaria que comprende, como un inmunógeno, un polipéptido antigénico de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 12 a 16, o una composición polipeptídica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 15, en asociación con un vehículo farmacéutico apropiado.

19. La composición inmunógena de la reivindicación 17 o la vacuna de la reivindicación 18, que además comprende
al menos un antígeno seleccionado entre LSA-1, LSA-3, LSA-5, SALSA, STARP, TRAP, PfEXP1, CS, MSP1, MSP2,
MSP4, MSP5, AMA-1, SERP y GLURP.

20. La composición inmunógena o la vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20, que se
formula para inyección intradérmica o intramuscular.

21. La composición inmunógena o vacuna de la reivindicación 20, que comprende entre 1 y 100 µg de inmunógeno
por dosis de inyección.

22. La composición inmunógena o la vacuna de la reivindicación 20, que comprende entre 2 y 50 µg de inmunógeno
por dosis de inyección.

23. La composición inmunógena o la vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 17 a 22, que además comprende
SBAS2 y/o Alum y/o Montanide como un adyuvante.

24. Uso de un polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 12 a 16, o una
composición polipeptídica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 16, para la preparación de una com-
posición de vacuna contra la malaria.

25. Un anticuerpo sintético o recombinante dirigido contra el motivo del tipo MSP-3-c/d de un polipéptido antigé-
nico como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
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26. Una mezcla de anticuerpos dirigidos contra una composición polipeptídica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 16.

27. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicación 25, o una mezcla de anticuerpos de acuerdo con la reivindica-
ción 26, en donde dichos anticuerpos son anticuerpos humanos o humanizados.

28. Uso de una composición que comprende un anticuerpo o una mezcla de anticuerpos de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 25 a 27, para la preparación de un medicamento contra la malaria.

29. Un medicamento para una inmunoterapia pasiva de la malaria, que comprende un anticuerpo o una mezcla de
anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27.

30. El medicamento de la reivindicación 29, que además comprende anticuerpos dirigidos contra al menos un
antígeno seleccionado entre LSA-1, LSA-3, LSA-5, SALSA, STARP, TRAP, PfEXP1, CS, MSP1, MSP2, MSP4,
MSP5, AMA-1, SERP y GLURP.

31. Un método para el diagnóstico in vitro de la malaria en un individuo que puede ser infectado por P. falciparum,
que comprende la puesta de una muestra biológica de dicho individuo en contacto con un polipéptido antigénico de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en condiciones que permitan la formación de complejos antígeno/anticuerpo
entre dicho péptido o polipéptido antigénico y los anticuerpos, posiblemente presentes en la muestra biológica, y la
detección in vitro de los complejos antígeno/anticuerpo posiblemente formados.

32. El método de la reivindicación 31, en donde el diagnóstico in vitro se realiza por una prueba de ELISA.

33. El método de la reivindicación 31 o 32, en donde la muestra biológica además se pone en contacto con uno o
varios péptidos antigénicos que se originan de otros antígenos seleccionados entre LSA-1, LSA-3, LSA-5, SALSA,
STARP, TRAP, PfEXP1, CS, MSP-3-1, MSP-3-2, MSP-3-5, MSP-3-6, MSP1, MSP2, MSP4, MSP5, AMA-1, SERP
y GLURP.

34. Un kit para el diagnóstico in vitro de la malaria, que comprende al menos un polipéptido antigénico como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

35. El kit de la reivindicación 34, en donde el péptido o polipéptido antigénico se une a un soporte.

36. El kit de la reivindicación 34 o 35, que además comprende los reactivos que permiten la formación de complejos
antígeno/anticuerpo entre dicho péptido o polipéptido antigénico y los anticuerpos posiblemente presentes en una
muestra biológica, y los reactivos que permiten la detección in vitro de los complejos antígeno/anticuerpo posiblemente
formados.

37. Un método para el diagnóstico in vitro de la malaria en un individuo que puede ser infectado por P. falcipa-
rum, que comprende la puesta de una muestra biológica de dicho individuo en contacto con los anticuerpos como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, en condiciones que permitan la formación de complejos antíge-
no/anticuerpo entre dichos anticuerpos y los antígenos específicos para P. falciparum, posiblemente presentes en la
muestra biológica, y la detección in vitro de los complejos antígeno/anticuerpo posiblemente formados.

38. Un kit para el diagnóstico in vitro de la malaria, que comprende los anticuerpos como se definen en cualquiera
de las reivindicaciones 25 a 27.

39. El kit de la reivindicación 38, que además comprende los reactivos que permiten la formación de los com-
plejos antígeno/anticuerpo entre dichos anticuerpos y antígenos a partir de las proteínas de la familia MSP-3 posi-
blemente presentes en una muestra biológica, y los reactivos que permiten la detección in vitro de los complejos
antígeno/anticuerpo posiblemente formados.

40. Una secuencia de nucleótido recombinante que codifica un polipéptido antigénico como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4.

41. La secuencia de nucleótido recombinante de acuerdo con la reivindicación 40, que comprende una secuencia
que codifica una proteína de fusión que comprende varios motivos del tipo MSP-3-c/d, en donde al menos dos de
dichos motivos se seleccionan entre los motivos de SEQ ID NOs: 25 a 30.

42. Una clonación recombinante y/o vector de expresión, que comprende una secuencia de nucleótido de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 40 a 41.

43. La clonación recombinante y/o vector de expresión de la reivindicación 42, en donde la secuencia de nucleótido
está bajo el control de un promotor y elementos reguladores de la expresión en una célula huésped, siendo dicho
promotor y elementos reguladores homólogos o heterólogos vis-à-vis la célula huésped.
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44. Uso de un vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 43, para la preparación de un medicamento
para inmunización genética contra Plasmodium falciparum.

45. Una vacuna de ADN que comprende una secuencia de nucleótido de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones 40 a 41.

46. Una célula huésped recombinante, que se transforma por el vector de la reivindicación 42 o 43.

47. La célula huésped de la reivindicación 46, que es una bacteria, una levadura, una célula de insecto, o una célula
de mamífero.

48. Un polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 12 a 16, o una composición
polipeptídica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 16, para utilizar como una composición de vacuna
contra la malaria.

49. Una composición que comprende un anticuerpo o una mezcla de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 25 a 27, para utilizar como un medicamento contra la malaria.

50. Un vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 42 o 43, para utilizar como un medicamento para
inmunización genética contra Plasmodium falciparum.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> INSTITUT PASTEUR
<120> FAMILIAS DE GENES SIMILARES A MSP-3
<130> 85767 - AD/VMA/VG
<140> Nueva Aplicación de Patente Europea
<141> 2003-10-24
<160> 30
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 1065
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(1065)
<223>MSP 3.1

<400> 1

<210> 2
<211> 354
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(354)
<223>MSP 3.1
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<400> 2
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<210> 3
<211> 1116
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(1116)
<223>MSP 3.2

<400> 3

3



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 094 T3

<210> 4
<211> 371
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(371)
<223>MSP 3.2

<400> 4
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<210> 5
<211> 1275
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(1275)
<223>MSP 3.3
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<400> 5

<210> 6
<211> 424
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(424)
<223>MSP 3.3

<400> 6
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<210> 7
<211> 2094
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(2094)
<223>MSP 3.4

<400> 7
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<210> 8
<211> 697
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(697)
<223>MSP 3.4

<400> 8
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<210> 9
<211> 2139
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(2139)
<223>MSP 3.5

<400> 9
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<210> 10
<211> 712
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(712)
<223>MSP 3.5

<400> 10
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<210> 11
<211> 1701
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(1701)
<223>MSP 3.6

<400> 11
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<210> 12
<211> 566
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(566)
<223>MSP 3.6

<400> 12
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<210> 13
<211> 1218
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(1218)
<223>MSP 3.7
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<400> 13

<210> 14
<211> 405
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(405)
<223>MSP 3.7

<400> 14
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<210> 15
<211> 2289
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(2289)
<223>MSP 3.8

<400> 15
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<210> 16
<211> 762
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(762)
<223>MSP 3.8

23



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 335 094 T3

<400> 16
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<210> 17
<211> 11
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(11)
<223>MSP 3-1 MSP3b-like motivo

<400> 17
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<210> 18
<211> 11
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(11)
<223>MSP 3-2 MSP3b-like motivo

<400> 18

<210> 19
<211> 14
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(14)
<223>MSP 3-3 MSP3b-like motivo

<400> 19

<210> 20
<211> 11
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(11)
<223>MSP 3-4 MSP3b-like motivo

<400> 20

<210> 21
<211> 11
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(11)
<223>MSP 3-4 MSP3b-like motivo
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<400> 21

<210> 22
<211> 11
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(11)
<223>MSP 3-7 MSP3b-like motivo

<400> 22

<210> 23
<211> 11
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(11)
<223>MSP 3-8 MSP3b-like motivo

<400> 23

<210> 24
<211> 11
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(11)
<223>MSP 3-8 MSP3b-like motivo

<400> 24

<210> 25
<211> 20
<212> PRT
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<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(20)
<223>MSP3-1 MSP3c/d-like motivo

<400> 25

<210> 26
<211> 20
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(20)
<223>MSP 3-2 MSP3c/d-like motivo

<400> 26

<210> 27
<211> 20
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(20)
<223>MSP 3-3 MSP3c/d-like motivo

<400> 27

<210> 28
<211> 20
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
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<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(20)
<223>MSP 3-4 MSP3c/d-like motivo

<400> 28

<210> 29
<211> 20
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(20)
<223>MSP 3-7 MSP3c/d-like motivo

<400> 29

<210> 30
<211> 20
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum
<220>
<221>MISCFEATURE
<222> (1)..(20)
<223>MSP 3-8 MSP3c/d-like motivo

<400> 30
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