Review

analesranf.com

A brief updated report on the battle against malaria

Title in Spanish: Una breve revision actualizada de la batalla contra la malaria

Carmen Avendano

'Académica de Namero de la Real Academia Nacional de Farmacia, Madrid

ABSTRACT: The end results of the RTS,S/AS01
malaria vaccine Phase 3 trials have moved us to
comment the expectations that it has raised in the
context of a brief updated report that aims at showing
how recent knowledge on mechanisms used by the
parasite to evade the host immune system and to
develop resistance may promote the development of
new vaccines and the design of antimalarial drugs
addressing new targets.
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RESUMEN: La culminaciéon de los ensayos clinicos
en Fase III de la vacuna RTS,S/AS01 nos ha motivado a
comentar sus expectativas dentro de una pequefia
revision que pretende mostrar cémo los nuevos
conocimientos sobre los mecanismos que utiliza el
plasmodio para evadir el sistema inmunologico y para
desarrollar resistencias, pueden incidir en el desarrollo
de vacunas y en el disefio de farmacos antimalaricos
dirigidos a nuevas dianas.
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1. INTRODUCCION

El paludismo o malaria es la enfermedad parasitaria de
mayor impacto si se considera el nimero de habitantes o
viajeros que enferman anualmente en las regiones
tropicales y subtropicales del planeta, especialmente en
Africa, asi como su impacto socioeconémico. Pese al
importante descenso en el nimero de casos y
fallecimientos observado desde el afio 2000, ain se
producen cada afio mas de medio millén de muertes, en su
mayoria nifilos menores de cinco afios. El Dr. Hiroki
Nakatani, Director General Adjunto de la OMS para VIH,
tuberculosis, malaria y enfermedades tropicales poco
atendidas, ha manifestado con motivo de la celebracion del
Dia Mundial de la Malaria el 25 de abril de 2015 que es
urgente reducir el sufrimiento que produce esta
enfermedad expandiendo las medidas de prevencién y
mejorando los medios de diagnéstico y tratamiento. La
OMS recomienda que las mujeres embarazadas y los
menores de cinco afios, que son los grupos mads
vulnerables, reciban un tratamiento preventivo. En 2013
alrededor de 198 millones de personas se vieron afectadas
por la malaria en Africa, s6lo uno de cada cinco nifios
enfermos siguié un tratamiento, 15 millones de mujeres
embarazadas no recibieron ninguna de las dosis
recomendadas para prevenir el contagio, y unos 278
millones de personas no disponfan en sus casas de
mosquiteras tratadas con insecticidas (un método de
prevencioén muy eficaz).

Actualmente la malaria se considera una enfermedad
reemergente debido a distintos factores, entre los que se
incluyen la resistencia a los insecticidas por parte de los
mosquitos del género Anopheles, cuyas hembras son los
vectores de la enfermedad, la inestabilidad que producen
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las migraciones y la exposicion de personas no inmunes a
areas donde la malaria es endémica, las dificultades para
desarrollar vacunas efectivas, y la rapida aparicion y
diseminacion de resistencias a los farmacos antimalaricos,
que ha requerido el uso de tratamientos cada vez mas
caros, mas toxicos y mas largos (1).

Esta enfermedad se ha erradicado en los paises
desarrollados aplicando una estrategia basada en el control
del mosquito, en la aplicacion de nuevos tratamientos
contra el plasmodio (que es el agente patdgeno), y en una
mejora de la educacion y de las condiciones de salud. Lo
mismo deberia hacerse en todo el mundo, siendo también
muy deseable el desarrollo de vacunas eficaces y de
métodos de diagndstico seguros, rapidos y econdémicos.
Actualmente se conocen alrededor de 200 especies del
género Plasmodium, de las cuales al menos 11 pueden
infectar a humanos, aunque las mas comunes son P. ovale,
P. vivax, P. falciparum y P. malariae. La mas dafiina es P.
falciparum, responsable del 90% de las muertes. Para su
total erradicacion son necesarios tratamientos preventivos
o curativos que sean eficaces en todas las fases del
complejo ciclo vital de estos parasitos, que se desarrolla
entre los mosquitos como vectores y los vertebrados como
huéspedes.

2. CICLO VITAL DEL PLASMODIO

Cuando el mosquito hembra del género A4 nopheles pica
a una persona infectada por plasmodio introduce en su
estomago sangre que contiene, ademas de la hemoglobina
necesaria para la maduracion de sus huevos, formas
intraeritrocitarias y gametocitos masculinos y femeninos
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de este parasito. Las primeras son destruidas rapidamente,
pero los gametocitos sobreviven e inician el ciclo sexuado
en el estdbmago del mosquito. Tras la fecundacion de un
gameto hembra por un gameto macho se forma un cigoto
diploide (ooquineto) que atraviesa la pared estomacal y se
adhiriere a la cara externa de esta pared, convirtiéndose en
ooquiste. El desarrollo de éste conduce a la produccion
asexuada de numerosos esporozoitos haploides que, al
liberarse, se dispersan en el cuerpo del mosquito. Todo el
ciclo vital del parésito en el insecto dura entre 4 y 15 dias,
dependiendo de la temperatura ambiente. En el momento
de la picadura en la sangre del hospedador, los
esporozoitos presentes en las glandulas salivares del
mosquito se inyectan con su saliva, comenzando el ciclo
asexuado o esquizogonia del parasito. En los humanos hay
dos fases de multiplicacion asexuada: la primera ocurre en
los hepatocitos (esquizogonia exoeritrocitaria), donde
penetran los esporozoitos abandonando el sistema
vascular, y la segunda en los globulos rojos (esquizogonia
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eritrocitaria). En los hepatocitos, los esporozoitos alcanzan
el tamafio de un ooquiste en menos de 48 horas, aunque en
las especies P. vivax y P. ovale algunos de ellos pasan por
una fase de espera llamada hipnozoito antes de empezar la
multiplicacion asexual. En ésta se forman los merozoitos,
que se agrupan formando un esquizonte. Cuando los
hepatocitos se rompen, los merozoitos liberados a la
sangre invaden los globulos rojos, iniciando Ia
esquizogonia eritrocitaria con la creacion de un esquizonte
formado por merozoitos hematicos. Cuando éstos se
liberan por la ruptura del eritrocito infectado, van a
infectar a nuevos glébulos rojos y, tras 2 6 3 esquizogonias
eritrociticas, algunos merozoitos en lugar de convertirse en
trofozoitos se desarrollan en microgametocitos y
macrogametocitos. Finalmente, cuando un mosquito
transmisor chupa sangre de una persona con gametocitos,
éstos entraran en la sangre del vector transmisor,
perpetuandose el ciclo vital del parasito (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo vital del plasmodio.

En la ruptura de los eritrocitos se liberan también a la
sangre diversos metabolitos y, cuando se rompen
simultdneamente muchos glébulos rojos, comienza la
sintomatologia con malestar general, escalofrios subitos y
fiebre (que llega a los 39-41 °C), pulso rapido, poliuria,
cefalea y mndauseas. A continuacion disminuye Ia
temperatura y se produce sudoracion profusa durante 2-3
horas. Al contrario de lo que ocurre en la gripe, los
episodios de fiebre se producen ritmicamente (paroxismo
paludico), ocurriendo cada 48 horas en P. vivax, P.
falciparum y P. ovale, y cada 72 horas en P. malariae. Si
no se trata la enfermedad, se produce el fallo orgéanico, el
parasito se acumula en los capilares cerebrales originando
un estado de coma y, finalmente, llega la muerte.

3. METODOS PREVENTIVOS: VACUNAS

Los cientificos han buscado una vacuna efectiva contra
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la malaria a partir de los afios 90, especialmente desde que
en el afio 2002 expertos del Reino Unido y de Estados
Unidos descifraran el mapa genético del pardsito que la
produce y del mosquito que la transmite. Sin embargo,
aunque varias vacunas se encuentran en desarrollo todavia
no se ha conseguido ninguna completamente efectiva,
debido fundamentalmente al gran pleomorfismo genético
del plasmodio (existen mas de 200.000 variantes de P.
Falciparum) y a que no existe inmunidad cruzada entre
especies ni entre cepas de la misma especie.

En cada una de las fases por las que atraviesa el
parasito, éste produce multiples antigenos que pueden ser
inmunogenos. Las vacunas contra la fase pre-eritrocitica
protegen contra los esporozoitos (forma infectante
inyectada por el mosquito) o impiden la invasién de los
hepatocitos; las vacunas eritrociticas, contra la fase
sanguinea, inhiben la multiplicacion del parésito en los
hematies previniendo la enfermedad grave durante la
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infeccion sanguinea; y las vacunas del estadio sexual del
parasito tratan de prevenir el desarrollo de formas sexuales
una vez ingeridas por el mosquito, rompiendo asi el ciclo
bioldgico del parésito. La virulencia de P. falciparum se
atribuye al vasto repertorio de mecanismos que éste posee
para evadir la respuesta inmune del hospedador. Puede
variar las caracteristicas de sus antigenos expresando
secuencias de genes var y expresando moléculas de
adhesion, siendo también importante su rapido
desplazamiento de unas células a otras. Los esporozoitos
no permanecen en la sangre el tiempo suficiente para ser
marcados por anticuerpos antes de entrar en el higado, y
cuando las células T podrian eliminarlos de este 6rgano, ya
se han transformado en merozoitos y emigrado a los
eritrocitos, que modifican su membrana insertando
proteinas procedentes del parédsito. Por su parte, los
gametocitos permanecen dentro de los eritrocitos humanos
hasta que detectan un descenso de temperatura que indica
que estan a salvo en el intestino del mosquito, entonces
emergen y se reproducen para infectar de nuevo a los
humanos.

Las infecciones cronicas de malaria se caracterizan por
la activacion de multiples clones de células B
especialmente implicadas en la memoria inmunitaria (2),
hiperglobulinemia, y titulos elevados de anticuerpos. La
inmunoglobulina M (IgM), uno de estos anticuerpos, se
expresa en todas las especies de vertebrados y constituye

cerca de un 10% de la inmunoglobulina plasmatica. Su
interaccion con moléculas efectoras, como lo receptores Fc
(glicoproteinas de membrana también llamadas Cluster of
Differentiation 64, CD64), interviene al menos en parte en
la inmunidad innata. Se sabe que a través de esta
interaccion, en las cepas de P. falciparum que poseen
especial virulencia por tener un fenotipo de adhesion, la
inmunoglobulina M puede aglutinar y neutralizar
patdégenos muy eficazmente, activando la cascada del
complemento que conduce a la lisis de un eritrocito (3).

Durante el desarrollo asexual de P. falciparum, los
eritrocitos infectados adquieren la habilidad de adherirse al
endotelio vascular gracias a que el pardsito exporta a la
superficie de aquéllos algunas proteinas receptoras que, al
interaccionar con determinados ligandos, facilitan su union
a otros eritrocitos del torrente sanguineo. Para evadir la
respuesta inmunoldgica por la intervenciéon de IgM y
optimizar su adherencia al endotelio vascular, el plasmodio
sintetiza proteinas anti-IgM, entre las que se encuentran las
proteinas polimoérficas EMP1 (PfEMPI1), que también
pueden reducir la respuesta inmunitaria adhiriéndose a
células dendriticas (4). Estas proteinas son antigenos de
adherencia que se expresan en la superficie de los
eritrocitos infectados y se enlazan a proteinas de adhesion,
como CRI1, ICAM-1, CSA y CD36, de diferentes células
endoteliales (Figura 2) (5).

(a) Eritrocito (b) Eritrocito

infectado infectado
|
PfEMP1 PEMP1
CR1 ICAM-1
o @@
Eritrocito Endotelio
sano microvascular
. cerebral

- Malaria cerebral
- Acidosis metabdlica
- Alta mortalidad

(c) Eritrocito

(d) Eritrocito

infectado infectado
PfEMP1 PIEMP1} o,
CSA -
CD36
o D o @@
Endotelio Endotelio
microvascular microvascular
placentario tisular

U 4

- Bajo peso al nacer Malaria leve
- Nacimientos prematuros
- Muerte fetal

Figura 2. Enlaces de PFEMP1 a moléculas de adhesion en diferentes células endoteliales.

Un mayor conocimiento de estos procesos podria ser
de utilidad para el desarrollo de nuevas vacunas (6). El
papel de las proteinas PfEMP1 en la patogénesis de la
malaria y en las respuestas inmunes especificas, asi como
las posibles estrategias de vacunacion basadas en ellas, se
ha revisado recientemente (7).

Entre las vacunas estudiadas clinicamente, la
denominada SPf66 fue la primera vacuna antimaldrica
sintética. Fue desarrollada por un grupo encabezado por el
Dr. Patarroyo sobre la base de sintetizar péptidos
inmunogénicos ya que las secuencias conservadas de las
proteinas de superficie del esporozoito no son “visibles”
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para el sistema inmune (8). Esta vacuna se ensayd
extensamente en dreas endémicas durante los afios 90, pero
demostré una eficacia insuficiente. Lo mismo ha ocurrido
con otras dirigidas a la fase en que el pardsito se multiplica
en la sangre tras la picadura del mosquito transmisor. Entre
éstas, la denominada RTS,S/ASO1 (Mosquirix) ha sido la
mds prometedora desde los primeros resultados publicados
en 2004 (9), y la primera que ha concluido recientemente
los ensayos clinicos de Fase III. Su historia puede
remontarse a principios de los afios 1970, cuando se
demostr6 que los esporozoitos irradiados de P. falciparum
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y P. vivax inoculados en voluntarios sanos conferian
inmunidad frente a la picadura de mosquitos infectados.

Mosquirix se ha desarrollado con la participacion del
Dr. Pedro Alonso, investigador del Centro de Salud
Internacional del Hospital Clinico de Barcelona, y la
colaboraciéon econémica de la OMS, la Fundacién Bill y
Melinda Gates, GlaxoSmith-Kline (GSK) y otras
entidades. La “Iniciativa para la Vacuna contra la Malaria”
(MVI) recibié de la Fundacién Bill & Melinda Gates mas
de 200 millones de dolares para su desarrollo clinico,
mientras que GSK ha invertido hasta el momento mas de
350 millones de ddlares y prevee un gasto adicional de 260
millones para terminar el proyecto. Esta empresa ha
declarado que si se utiliza se comercializard al precio de
coste aumentado en un 5%, que se reinvertird en nuevas
investigaciones.

Las siglas “RTS,S” representan la composicion del
antigeno: “R” indica la regién repetida central de la
proteina circumsporozoitica (CSP) de Plasmodium
falciparum, “T” los epitopos de CSP que son reconocidos
por las células T, y “S” el Antigeno de Superficie de la
Hepatitis B (HBsAg). Estos componentes se coexpresan en
células de levadura y se combinan en la proteina de fusién
“RTS”. Finalmente, “RTS” y la proteina libre “S” se unen
espontaneamente formando las particulas “RTS,S” (10).
La utilizacion del antigeno de superficie de la hepatitis B
(“S) como carrier de la region constante de la CSP de P.
falciparum surgi6 en 1984, y se debe a una colaboracion
entre GSK y el Walter Reed Army Institut of Research
(WRAIR).

La proteina CSP es el antigeno predominante de la
superficie de los esporozoitos, anclada en su forma nativa
a glicosil-fosfatidil-inositol (11). El gen que la codifica fue
el primero que se identificé y clond en P. falciparum,
siendo la base de varias vacunas contra la malaria. Se
produce en gran cantidad dentro de los oocistos situados
en el epitelio intestinal de los mosquitos infectados y esta
implicada en la migracion de los esporozoitos a las
glandulas salivares de éstos y en su posterior penetracion
en los hepatocitos del huésped (12). Contiene una region
central inmunogénica, flanqueada por las regiones N-y C-
terminales (13), que estd muy conservada y contiene la
secuencia de aminoacidos asparragina-alanina-
asparragina-prolina (NANP), repetida 40 veces, junto a
algunas repeticiones de asparragina-valina-acido aspartico-
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inmunodominantes de células B, mientras que la mayor
parte de los epitopos responsables de la induccion de
células T CD4+ y CD8+ estan localizados en las regiones
variables.

El componente de esta vacuna denominado ASO1 es
una formulacién liposomal que contiene adyuvantes
inmunologicos. Estos actian en general como formas de
deposito de antigenos prolongando su vida media,
pudiendo actuar ademas como coestimuladores de las
células presentadoras del antigeno (CPA) e inducir la
produccion de moléculas antiinflamatorias enddgenas,
principalmente citocinas (en particular TNFa) vy
quimiocinas, que son mediadores importantes de la
inmunidad innata. ASO1 se ha utilizado ampliamente por
GlaxoSmith-Kline para prolongar o aumentar la respuesta
inmune especifica de antigenos, y es una mezcla de MPL
(3-O-desacil-4'-monofosforil lipido A) y de la saponina
QS21 (14). El lipido A es el componente lipidico de
lipopolisacaridos o endotoxinas localizados en la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas, y tanto
¢l como sus analogos aumentan la respuesta a antigenos
poco inmunogénicos, incluidos los asociados a tumores. El
analogo MPL puede obtenerse por hidrdlisis de los grupos
(R)-3-hidroxitetradecanoilo y 1-fosfato del lipido A de
Salmonella Minnesota (15).
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QS-21 es una fraccion semipurificada del extracto de la
corteza del arbol Quillaja saponaria formada por glicosidos
triterpénicos que posee muy buena actividad como
inmunoadyuvante (16) y puede obtenerse como compuesto
puro por sintesis, al igual que sus analogos (17). Esta
constituida por un triterpeno central (acido quilaico), un
trisacarido ramificado en la posicion C-3 del triterpeno, un
tetrasacarido lineal en la posicion C-28, y un grupo acilo
unido a la porcidén central de fucosa de dicho tetrasacarido
(Figura 3).
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Figura 3. Estructura del inmunoadyuvante QS-21 en sus variantes QS-21-Apiosa (1) y QS-21-Xilosa (2).
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Desde marzo de 2009 a enero de 2011, en que se inicid
el ensayo de Fase III de la vacuna RTS,S/ASOI, se
reclutaron 15.459 nifios de entre 6 a 12 semanas de vida y
entre cinco y 17 meses para una primera inoculaciéon en
once zonas de siete paises subsaharianos con diferentes
niveles de transmision de malaria (Burkina Faso, Gabon,
Ghana, Kenia, Malawi, Mozambique y Tanzania) (18). El
grupo denominado R3R recibid otras dos dosis al mes y a
los dos meses siguientes y un dosis de refuerzo al mes 20.
El grupo R3C recibid las tres primeras dosis indicadas y
una vacuna de comparaciéon en el mes 20, y al grupo C3C
(de control) se administrd una vacuna de comparacion los
meses 0, 1, 2, y 20. Los participantes en este ensayo se
controlaron hasta el 31 de enero de 2014, anotandose la
aparicion de malaria a los 12 meses (tras la tercera dosis)
en cada grupo de edad. Los resultados obtenidos
demostraron una eficacia del 55,8% en nifos de edades
comprendidas entre 5 y 17 meses y del 31,3% en nifios
entre 6 y 12 semanas (19), comprobandose que la
infeccion se evita por la induccién de un gran niimero de
anticuerpos que impiden que el parasito infecte al higado
(20), pero la proteccion se desvanece con el timpo (21).
Los ultimos datos publicados recientemente en la revista
britanica The Lancet incluyen los resultados obtenidos tras
la aplicacion de una dosis de refuerzo (22), que aument6 la
titulacion de anticuerpos como ya se habia observado en
adultos inmunizados en la formulaciéon anterior
RTS,S/AS02 (23), pero este efecto fue transitorio.

Algunos expertos en enfermedades tropicales han
expresado sus dudas acerca de si esta vacuna protege de la
infeccion o simplemente la retrasa; sin embargo, el Dr.
Brian Greenwood (de la Escuela de Higiene y Medicina
Tropical de Londres) ha insistido en que pese a la
disminucién de su eficacia con el paso del tiempo, sus
beneficios son indudables, pudiendo contribuir al control
de la malaria especialmente en areas de alta transmision si
se utiliza en combinacién con otras medidas. En prevision
de que la opinion del CHMP (Committee for Medicinal
Products for Human Use) de la Agencia Europea del
Medicamento (EMA) sea favorable, la OMS constituyé en
su momento una comision de expertos para elaborar las
recomendaciones de su uso en los distintos paises que
decidieran adquirirla y aplicarla (24).

4. DIAGNOSTICO

Los primeros sintomas clinicos de la malaria (fiebre,
sudoracion y escalofrios, dolores de cabeza y musculares,
nauseas y vomitos) no son especificos, y son frecuentes en
infecciones viricas. S6lo en el caso de la enfermedad
severa, los sintomas clinicos (confusidén, coma, anemia
severa, dificultad respiratoria y otros) pueden justificar la
sospecha de este diagndstico, aunque siempre habria que
confirmarlo en el laboratorio. Desgraciadamente, muchas
de las éareas endémicas carecen de centros de salud
convenientemente dotados, mientras que en los paises en
que la malaria ha dejado de ser endémica los médicos no
estan familiarizados con ella y pueden no considerarla
como un diagndstico posible.
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Los métodos para el diagnostico de la malaria en areas
endémicas han de ser fiables, rapidos y economicos, ya
que de otra forma se diagnosticard como malaria cualquier
fiebre que se produzca, aplicando tratamientos
innecesarios que incidiran de forma importante en el
desarrollo de resistencias. Desde que en 1880 se identifico
el pardsito causante del paludismo, el examen
microscopico de frotis sanguineos utilizando la tincion de
Giemsa es el método mas comun para el diagndstico en la
mayoria de hospitales, si bien su fiabilidad puede ser
inadecuada porque los laboratorios pueden carecer de la
experiencia necesaria. El andlisis microscopico también es
necesario para cuantificar la proporcion de hematies
infectados, un indicador que es importante para el
pronéstico. Hay que tener en cuenta que, en paises en los
que la enfermedad es endémica, puede haber una gran
proporcion de portadores que estén infectados pero no
tengan sintomas de la enfermedad porque han desarrollado
suficiente inmunidad para protegerlos aunque no para
infectarse. Si estas personas se ponen enfermas se
encontraran los parasitos en sangre cuando ésta se observe
al microscopio, pero su enfermedad puede deberse a otras
causas y no a la malaria. Los colorantes fluorescentes,
como el naranja de acridina, son una de las alternativas a la
tincion con Giemsa (25). Un procedimiento que permite
una rapida (de 10 segundos a 3 minutos) y sensible
deteccion de los parésitos debido al mayor volumen de
sangre que se observa, es el test QBC® Malaria, en el que
los parasitos que se encuentran en tubos con sangre
centrifugada se observan directamente utilizando un
microscopio de fluorescencia (26).

Ademés de la deteccion directa por microscopia, puede
determinarse la presencia en la sangre de antigenos del
pardsito con tests inmunocromatograficos denominados
RDT (rapid diagnostic test), que suelen tardar entre 2 y 15
minutos. ParaSightF® o BinaxNOW® Malaria, por
ejemplo, son tiras reactivas o kits que contienen un
anticuerpo para detectar el antigeno HRP2 (histidine-rich
protein 2) (HRP2) de P. falciparum (una hemo-polimerasa
que protege al parasito de la toxicidad del grupo hemo de
la hemoglobina). Si los resultados de estas pruebas son
negativos, es necesaria una confirmacién posterior por
analisis microscopico, porque si el nimero de pardsitos
circulantes en la sangre de un paciente es pequefio la
infecciéon puede no ser detectada. Algunos RDT no
detectan las dos especies menos comunes que producen
malaria, como P. ovale y P. malariae. El hallazgo de
anticuerpos en el suero utilizando técnicas IFA (indirect
immunofluorescence) 0 ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) indica que el organismo ha estado
expuesto al parasito (27) y permite seleccionar a los
donantes de sangre no infectados.

En los laboratorios mejor dotados es posible también
un diagnéstico molecular que utiliza la técnica PCR
(polimerase chain reaction). Este se basa en la
amplificacion en cadena de la subunidad pequefia del ADN
ribosomico (ADNr) del parédsito presente en la sangre
periférica, y su principal ventaja es su capacidad para
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detectar e identificar las infecciones de bajo grado con
exactitud y fiabilidad. También permite identificar la
especie de plasmodio que estd presente, pero las
preparaciones con ADN 'y ARN requieren una
manipulacion complicada con solventes peligrosos, y un
equipamiento sofisticado para la hibridacién y la deteccion
de los hibridos, asi como para la amplificaciéon mediante
PCR y la deteccion del producto amplificado. Ademas, las
técnicas son lentas, tardando en algunos casos 24 horas.

El valor de los resultados que se obtienen con los
distintos procedimientos de diagnéstico dependen de la
especie causante, del nivel de parasitemia y de la
inmunidad del paciente. En ausencia de una determinacion
microscopica fiable, los kits basados en la deteccion de
HRP2 tienen una gran sensibilidad y especificidad en areas
donde P. falciparum es endémico, mientras que el test de
naranja de acridina es muy sensible en estudios
epidemioldgicos (28).

5. TRATAMIENTOS
CLASICOS

ANTIMALARICOS

Existen distintos tratamientos contra la malaria, pero su
eficacia se ve comprometida por el desarrollo de
resistencias (29). Aunque la mayoria de los antimalaricos
actuia contra la fase asexual eritrocitica (30), estos
farmacos deberian actuar en la etapa hepatica del parasito
para reducir el progreso de la infeccidn y evitar recidivas,
en la sanguinea para aliviar los sintomas clinicos, y en la
gametocitica para inhibir el ciclo de transmision y proteger
a otros seres humanos.

Para conseguir el control de la malaria con tratamientos
eficaces frente a cepas resistentes se siguen actualmente
dos tendencias: el uso de combinaciones nuevas de
farmacos ya conocidos o de sus derivados (con frecuencia
derivados de aminoquinolina y de artemisinina) y el
desarrollo de inhibidores especificos de nuevas dianas
terapéuticas esenciales para la viabilidad del parasito. Los
antimalaricos mas comunes afectan a algunas de estas
dianas que ya son clasicas. Por ejemplo, desde hace tiempo
se conoce que el plasmodio se alimenta dentro de los

HN S

=

Cl N

Cloroquina Sulfadoxina

CH
H H H HaC 2

N. _N__N_ _CH, SN
C|/©/ \r[er \r[er jC/HS CI—< >—N>:N>—NH2

HoN

Proguanilo Cicloguanilo

150

Carmen Avendafo

eritrocitos de la hemoglobina del huésped, que penetra en
su organismo por endocitosis y se transporta a la vacuola
alimenticia. Alli, enzimas proteoliticas degradan su
porcion proteica (globina), mientras que la porcion hemo
que es toxica debido a su capacidad para generar especies
reactivas de oxigeno a partir del oxigeno molecular, es
degradada por la enzima hemo-polimerasa originando el
pigmento no toxico hemozoina. Varios farmacos
antimalaricos, como la cloroquina, actian interfiriendo la
destoxificacion del grupo hemo, por lo que los eritrocitos
infectados experimentan el correspondiente  estrés
oxidativo (31). Por su caracter basico, la cloroquina se
encuentra a pH 7,4 en forma del monocation y puede
atravesar las membranas bioldgicas penetrando en los
glébulos rojos y en la vacuola alimenticia del parasito,
pero el pH 4cido de ésta (5,5) la transforma en su forma
diprotonada impermeable, por lo que se acumula en dicho
lugar. Las sulfonamidas y las sulfonas inhiben la enzima
dihidropterato sintetasa (DPHS), y muestran una toxicidad
selectiva para el parasito porque éste sintetiza acido
dihidrofélico por una ruta metabolica exclusiva de los
microorganismos. En esta ruta, el acido p-amino-benzoico
(PABA) se une a un derivado de pteridina en una reaccion
catalizada por DPHS, y el producto asi formado se conjuga
posteriormente con el acido glutamico para dar acido
dihidrofoélico. La selectividad de otros antimalaricos se
debe a que el plasmodio no es capaz de utilizar las
pirimidinas preformadas como lo hacen las células de los
mamiferos y ha de sintetizarlas de novo. Por ejemplo,
pirimetamina y cicloguanilo (el metabolito activo del
proguanilo), inhiben la enzima dihidrofolato reductasa
(DHFR) y son agentes antimalaricos efectivos porque en la
sintesis de pirimidinas se necesita tetrahidrofolato como
cofactor. Otros antimalaricos, como la atovacuona, inhiben
la enzima dihidroorotato deshidrogenasa (DHOD), que
cataliza la transformacion de dihidroorotato a orotato (un
intermediario en la ruta biosintética de las pirimidinas).
Atovacuona es activa en las fases hepaticas y eritrociticas
de P. falciparum ¢ inhibe el lugar de oxidacion (Qo) del
citocromo b, como se comentara mas adelante.
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En cuanto a las combinaciones de antimalaricos, los
dos componentes de la asociacion sulfadoxina-
pirimetamina (Fansidar® de Roche), producen el bloqueo
secuencial de dos enzimas del parasito implicadas en la
biosintesis del &cido folinico, pero fracasan por la
aparicion de resistencias (32). Lo mismo ocurre con las
combinaciones antifolato proguanilo-dapsona y
atovacuona-proguanilo (Malarona® de GlaxoSmithKline)
(33).

Actualmente, las terapias de combinacion basadas en
las artemisininas siguen siendo la piedra angular de los
tratamientos contra Plasmodium falciparum, por lo que es
comprensible la alarma que generdé la deteccion de
parasitos resistentes a las mismas que motivo el
lanzamiento del “Plan Mundial de Contenciéon de la
Resistencia a la Artemisinina” en enero de 2011. No
obstante, las combinaciones de derivados de artemisinina
con otros antimaldricos siguié siendo esencial, como
demuestra el hecho de que a finales de 2011 la Agencia
Europea del Medicamento aprobara la combinacién de
dihidroartemisinina y piperaquina Eurartesim®.
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La artemisinina y sus derivados son endoperoxidos
sesquiterpénicos que aparecieron en su momento como la
mejor alternativa para el trataminto de la malaria porque
no producen resistencias facilmente (34). Su citotoxicidad
se atribuy0 a la porcion estructural endoperoxido y a la alta
concentracion de cation Fe*' que poseen las células del
parasito, el cual rompe homoliticamente el grupo
endoperoxido para dar un alcoxido de Fe’* y radicales
libres que atacan a las membranas, alterando su estructura
y produciendo la muerte celular (35). Por tener una vida
media muy corta, las artemisininas han de combinarse con
otros antimaldricos. Coartem®, una asociacion de 1 parte
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del derivado de artemisinina denominado artemeter y 6
partes de lumefantrina (un inhibidor de la polimerizacion
del grupo hemo) es una de estas combinaciones,
desarrollada por la Fundacion Novartis esta comercializada
a un precio bajo.

Lumefantrina

Artemeter

6. NUEVAS METODOLOGIAS APLICADAS AL
ESTUDIO DE RESISTENCIAS Y SU
REPERCUSION TERAPEUTICA.

Actualmente, la resistencia a artemisininas y a otros
antimalaricos se asocia a mutaciones del genoma del
plasmodio. Se han encontrado casi un millon de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), aunque en su
mayoria no se sabe si se corresponden o no con dianas
clave para su desarrollo. Recientemente, la secuenciacion
del genoma de parésitos resistentes a artemisinina ha
revelado 8§ mutaciones de un unico nucledtido en 7 genes,
y éstas se han comparado con las encontradas clinicamente
en paises donde ya ha emergido esta resistencia, como
Camboya (36). De esta forma se ha identificado una
mutacion clave que afecta al gen que codifica a la proteina
K13, perteneciente a la familia Kelch de P. falciparum
(PfKelch13) (37). También se ha demostrado que en las
cepas resistentes a artemisininas hay un aumento de la
enzima fosfatidilinositol-3-cinasa  (PfPI3K), y por
consiguiente de los niveles de fosfatidilinositol-3-fosfato
(PI3P), una sefial que tiene un papel importante en la
exportacion de proteinas desde el reticulo endopldsmico
(ER) del parésito al eritrocito (38). El aumento de los
niveles de PfPI3K en las cepas resistentes se ha asociado a
la mutaciéon C580Y de PfKelchl3, ya que esta mutacion
reduce su enlace con PfPI3K y la poliubiquitinacion de
esta cinasa (Figura 4).
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Figura 4. Resistencia a las artemisininas mediada por una mutacion de PfKelch13.

Como no se dispone todavia de la estructura cristalina
de PfPI3K, las interacciones entre esta enzima y el
antimalarico dihidroartemisinina (DHA) se ha estudiado
utilizando la dindmica molecular, observandose que DHA

se adapta perfectamente a la region hidrofoba de PfPI3K y
que los lugares de interaccion parecen ser el grupo
hidroxilo y el oxigeno lactélico de los aminoacidos D1889
e Y1915 de la enzima (Figura 5).
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Figura 5. Interacciéon de dihidroartemisinina (DHA) y la cinasa PfPI3K.

Este trabajo corrobora que PI3P es un mediador de la
resistencia a artemisininas, y que PfPI3K es una diana
importante para eliminar la malaria (39).

7. ALGUNAS ESTRATEGIAS PAR EL
HALLAZGO DE NUEVOS ANTIMALARICOS

En los ultimos 5 afios se han identificado nuevos
compuestos “cabezas de serie” utilizando cribados
fenotipicos y descubriendo posteriormente, a través del
estudio de las respuestas celulares que inducen, cuales son
las dianas que se afectan y por tanto son claves en el
proceso vital del parasito (41). El conocimiento cada vez
mayor del mecanismo de accion de ciertos farmacos y de
las bases moleculares de las resistencias, junto con la
informacion esencial sobre los procesos metabodlicos
especificos, la diferenciacion, la invasion celular, y la
patogenicidad de los parasitos, que proporciona el analisis
comparado del genoma, ya se estd utilizando para el
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desarrollo de nuevos antimalaricos (40) pero, dada la gran
cantidad de ejemplos que se han publicado, nos limitamos
aqui a comentar algunos.

7.1. Inhibidores de citocromo b de P. falciparum (PfCY Tb)

Los compuestos ML238 y su analogo optimizado
BRD6323 surgieron en el cribado fenotipico en parasitos
de Plasmodium falciparum sanguineos de una coleccion de
unos 8.000 compuestos obtenidos por la técnica
denominada DOS (Diversity-Oriented Synthesis). Ambos
compuestos carecian de citotoxicidad para las células de
mamifero y poseian una actividad antimaléarica del orden
nanomolar originada por mecanismos desconocidos (42).
A través de la seleccion de los parasitos resistentes y la
identificacion de las modificaciones que se producen en su
genoma, se comprobd que la diana de ML238 y BRD6323
es el citocromo bc; del P. falciparum (PfCYTD) (43). Este
citocromo, denominado también coenzima Q, citocromo ¢

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



A brief updated report on the battle against malaria

reductasa, o ubiquinol-citocromo ¢ reductasa, forma con
otras dos proteinas el complejo III que se localiza en la
membrana interna de las mitocondrias. Este complejo
interviene en la respiracion celular y en la generacion de
ATP, estd implicado en la cadena de transporte de
electrones y cataliza las reacciones de 6xido-reduccion que
transforman la forma dihidrogenada de la ubiquinona

(QH,, ubiquinol) en su forma quindnica (Q, 6 coenzima
Q), mientras que el citocromo oxidado (Fe3+) se transforma
en citocromo reducido (Fe*") (Figura 6). Esta funcion es
critica en P. falciparum para la biosintesis de pirimidinas,
porque la ubiquinona es el cofactor de la enzima

4H
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Figura 6. Reacciones quimicas que tienen lugar en el complejo I1I. QH,: Ubiquinol.

El estudio de los polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs) demostrd que en los parasitos resistentes a ML238
o0 a BRD6323 se producia la sustitucion de la guanina 98
por citosina (G98C) o por timina (G98T) en el gen que
codifica PfCYTb, dando lugar al cambio de glicina por
alanina (G33A) o de glicina por valina (G33V) en esta
proteina. Ambas mutaciones afectan al centro de reduccion
de la ubiquinona (Qi), una region distinta a las mutaciones
que acompafan a las resistencias anteriormente
encontradas en atovacuona, decoquinato y benzotiazepina,
que ocurren en el centro de oxidacion (Qo) de PfCYTb
(45). Ya que ni ML238 ni BRD6323 muestran resistencia
cruzada con los tres antimaldricos mencionados, es de
esperar que la combinacion de inhibidores (o mutantes) Qo
y Qi tenga efectos sinérgicos.

7.2. Antimalaricos inhibidores de PFA TP4

En un cribado de alto rendimiento utilizando cocultivos
de P. falciparum y eritrocitos, se identificaron tres series
compuestos de interés. Una de ellas, la serie de
dihidroisoquinolonas (DHIQs), se optimiz6 y caracterizd
farmacolégicamente, originando el candidato para ensayos
clinicos (+)-SJ733. Este compuesto, que se obtiene
facilmente y con buen rendimiento, actua sobre la ATPasa
del plasmodio PfATP4 encargada de mantener bajos
niveles de Na' en el interior de sus células, produciendo in
vitro una rapida perturbaciéon de la homeostasis de este
catiéon, que induce la muerte suicida de los eritrocitos
infectados (eriptosis) o su senescencia, € in vivo la rapida
desaparicion de los parasitos. El desarrollo de resistencias
por mutacion de PFATP4 es muy lento debido a que actian
rapidamente (46).
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dihidroorotato  deshidrogenasa DHOD anteriormente
mencionada (44).
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7.3.  Antimalaricos inhibidores de aminoacil-ARNt

sintetasas

Muchos antibacterianos son también antimalaricos
porque los parasitos de la malaria contienen un organulo
de origen bacteriano no fotosintético denominado
apicoplasto, originado a partir de un alga por
endosimbiosis secundaria (47). Dentro de las enzimas que
intervienen en la biosintesis proteica, unas de las menos
explotadas son las aminoacil-ARNt sintetasas (ARS),
disefiadas para reconocer a un aminoacido y al 4cido
ribonucleico de transferencia (ARNt) compatible con él.
En esencia, la traduccién requiere que un determinado
aminodcido se transfiera previamente al AMP y después se
ligue a su correspondiente ARNt por la catalisis de la
correspondiente ARS, formando un éster entre el grupo
carboxilo del aminoécido y un grupo 3'-OH del RNAt.
Este aminoacil-ARNtAA posee en una de sus asas un
triplete de nucledtidos complementario (anticoddén) que
reconoce al triplete de nucledtidos (codén) del ARNm que
se encuentra unido unido a la subunidad menor de los
ribosomas. La sintesis de proteinas se inicia con la unioén
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de dos aminoacidos (iniciacién), y continta con la
agregacion de nuevos aminoacidos en un extremo de la
cadena (elongacion) en procesos regulados por factores del
mismo nombre. Cuando el ribosoma llega al codéon de
terminacion situado en el extremo 3'del ARNm, cesa la
sintesis proteica y se liberan la proteina y los 4cidos
ARNm y ARN, inicidndose de nuevo el proceso.

El estudio de inhibidores de aminoacil-ARNt sintetasas se
dirigié en principio a la busqueda de antibidticos que
interfieren este proceso en los ribosomas bacterianos (48).
Entre estos antibidticos encontramos al cloranfenicol, que
impide las uniones peptidicas; la estreptomicina, que
afecta al inicio de la traduccion; la eritromicina, que
bloquea la translocacion del ARNm; la kirromicina, que
inhibe la actividad de los factores de elongacion; la
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puromicina, que se enlaza al sitio A del ribosoma de modo
que la cadena peptidica se liga al antibidtico y no a un
aminoacil-ARNt; y las tetraciclinas, que se enlazan
reversiblemente a la subunidad 30S bloqueando la union
de aminoacil-tRNA al lugar A de éstos y evitando asi la
introduccion de nuevos aminoacidos en las cadenas
peptidicas en crecimiento (Figura 7) (49). La mayoria de
estos antibiodticos interfiere también la sintesis proteica en
los ribosomas eucariodticos, pero afectan mucho mas a los
bacterianos. Por ejemplo, las tetraciclinas se enlazan
también a la subunidad 40S de los ribosomas de las células
eucaridticas, pero éstas son menos vulnerables porque la
concentracion de antibidtico en su citoplasma es menor al
carecer del sistema de transporte activo que poseen las
bacterias.

50S

Sitio de transferasa

Cadena peptidica
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a
Aminoacil tRNA

/ Tetraciclinas

mRNA

Figura 7. Mecanismo de accién de las tetraciclinas.

La busqueda de compuestos naturales o sintéticos
inhibidores especificos de aminoacil-ARNt sintetasas
bacterianas ha sido intensa, aunque el Uinico antibiotico de
este tipo comercializado es mupirocina (Bactroban®™), un
producto natural aislado de Pseudomonas fluorescens que

inhibe selectivamente la enzima isoleucil-ARNt sintetasa
(IleRS) bacteriana sin inhibir su homoéloga humana. Esta
inhibicion se explica por la semejanza de una porcion de la
estructura de mupirocina con el grupo isoleucilo de Ile-
AMP (Figura 8) (50).
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Figura 8. Porciones miméticas en mupirocina y adenilato de isoleucilo.

En los ultimos afios, estas enzimas se han considerado
también como dianas de farmacos antimalaricos. Cribados
fenotipicos han mostrado que es posible inhibirlas de
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forma especifica, teniendo ademas la ventaja de que estos
compuestos actuan en las etapas hepaticas y sanguinea del
parasito (51). Asi, utilizando el método denominado target
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based drug discovery, la resolucion de la estructura
cristalina del complejo que forma la enzima de P.
falciparum denominada tirosinil-ARNt sintetasa (PfTyrRS)
con el adenilato de tirosilo propici6 el desarrollo de
antimalaricos inhibidores de esta enzima, que sale del
citoplasma de los globulos rojos infectados al medio
extracelular cuando se produce su ruptura. Entonces, una
secuencia peptidica se enlaza especificamente a los
macréfagos del huésped y se internaliza, induciendo la
secrecion de las citocinas proinflamatorias TNF-o e IL-6 y
aumentando la expresion de los receptores de adherencia
endoteliales ICAM-1 y VCAM-1 (52). Las lisil- y las
isoleucil-ARNt sintetasas se han validado como dianas
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