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Resumen

La malaria es la enfermedad parasitaria de mayor impacto mundial desde
el punto de vista del nimero de individuos enfermos y sus implicaciones
socioecondmicas. El tratamiento ha sido posible durante muchos afos
gracias a la existencia de un nimero limitado de farmacos no exentos de
limitaciones de tipo farmacolégico aunque el problema mas acuciante de
caracter reciente es la aparicion de resistencias. En los Ultimos tiempos se
han producido una serie de avances que abren nuevas expectativas en el
desarrollo de antimalaricos. La finalizacion del proyecto genoma de
Plasmodium falciparum junto con el conocimiento cada vez mayor del
mecanismo de accién de ciertos farmacos y de las bases moleculares de la
resistencia constituyen el punto de partida para la identificacion de nuevos
compuestos. Por un lado se han desarrollado combinaciones nuevas de
farmacos ya existentes o analogos y derivados de clases de compuestos de
eficacia reconocida con el fin de generar nuevas combinaciones que sean
activos incluso frente a cepas resistentes. Por otro lado, se han caracteriza-
do toda una serie de potenciales dianas terapéuticas, esenciales para la
viabilidad, que surgen como consecuencia del conocimiento del parasito y
que, desde una perspectiva multidisciplinar, se estudian para desarrollar
inhibidores especificos a partir de informacion funcional y estructural.

Palabras clave: Malaria. Farmacos. Resistencia. Nuevas dianas terpaéu-
ticas. Plasmodium.

Summary

Malaria is the most important parasitic disease due to the number of people
infected and its social and economical implications. Treatment has been
feasible in the past relying on a few effective drugs which exhibited several
pharmacological limitations being drug resistance the most severe problem
encountered in recent years. Lately, significant advances have allowed for
the development of new strategies in drug development. The completion of
the Plasmodium falciparum genome together with the increasing
understanding of mode of action of certain drugs and the molecular basis of
drug resistance have set the starting point for new drug development initiatives.
On the one hand new combinations of usual drugs or new derivatives of
clinically active compounds emerge as a new strategy for treatment even
against resistant cases. On the other hand, as a result of the understanding
of the genome and the biology of the parasite, a set of novel drug targets,
essential for viability, are being characterized in order to obtain functional
and structural information exploitable in the drug design process.
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Introduccion

La malaria es la enfermedad parasitaria mas importante desde el punto
de vista del nimero de individuos enfermos y su impacto socioeconémico.
Afecta a individuos que habitan las regiones tropicales y subtropicales del
planeta aparte de constituir un problema creciente en viajeros que visitan
los paises endémicos. Existen cuatro especies de Plasmodium (Plasmo-
dium ovale, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum y Plasmodium
malariae) que producen la malaria en humanos pero sin duda la infec-
cién causada por Plasmodium falciparum es la mas peligrosa ocasio-
nando la muerte en muchos casos.

La malaria es un problema de salud puablica en mas de 90 paises, habi-
tados por un total de 2.400 millones de personas; mas de un 40% de la
poblacion mundial. La prevalencia de la enfermedad se estima en unos
300-500 millones de casos clinicos anuales y méas del 90% de los casos
de malaria se encuentran en la Africa sub-sahariana y la mortalidad es de
aproximadamente 1-2 millones de muertes cada afio. La mayoria de las
muertes ocurren en nifios pequefios, especialmente en areas rurales re-
motas con poco acceso a asistencia médica. Es la enfermedad tropical de
mayor impacto y causa un nimero de muertes superior a la de cualquier
otra enfermedad transmisible. En muchos paises en desarrollo, especial-
mente Africa, el coste material y de vidas humanas es enorme aunque
lamentablemente, es una enfermedad curable con un diagnéstico precoz
y un tratamiento adecuado.

Los parasitos se transmiten por mosquitos del género Anopheles y tras la
picadura, se establece una infeccién asintomética en células hepaticas.
Después de un periodo de incubacion de aproximadamente una semana,
se liberan las formas sanguineas del parasitos que se desarrollan y mul-
tiplican en el interior de eritrocitos. El parésito produce proteinas que se
transportan y se sittlan en la membrana del eritrocito. Tales proteinas
hacen que el eritrocito se pegue a las paredes de los vasos sanguineos
originando la obstruccion de los mismos. En la malaria cerebral, una
complicacion severa de la malaria producida por P falciparum, el se-
cuestro de eritrocitos infectados en los vasos sanguineos se asocia con
una pérdida del conocimiento y la afeccién resulta letal si no es tratada.
Los parasitos de las especies P. vivax y P. ovale, se caracterizan por
presentar la fase de hipnozoito que pueden persistir durante anos en el
higado y causar recidivas peridédicamente.

El tratamiento ha sido posible durante muchos afios gracias a la existen-
cia de un nimero restringido de farmacos presentando cada uno de ellos
una serie de limitaciones de tipo farmacolégico aunque el problema mas
acuciante de caracter reciente es la aparicion de resistencias y a ello se
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debe en parte la progresion actual de la enfermedad!. Los farmacos de
mayor utilizacién como son la cloroquina y la asociacién de sulfadoxina
y pirimetamina presentan beneficios limitados y en determinados casos
son de una eficacia cuestionable debido a los fendmenos de resistencia?.

No obstante, recientemente se han producido una serie de avances que
abren nuevas expectativas en el desarrollo de antimalaricos. El adveni-
miento del proyecto genoma* junto con el conocimiento cada vez mayor
del mecanismo de accion de ciertos farmacos y de las bases moleculares
de la resistencia constituyen el punto de partida para identificacion de
nuevos compuestos. El analisis comparado del proyecto genoma ha dado
lugar a informacién esencial en relacién a procesos metabdlicos especi-
ficos, la diferenciacién, la invasion celular, la patogenicidad etc. todo ello
utilizable en el disefio de nuevos farmacos®. Estudios en los campos de la
gendémica funcional y estructural sin duda darén lugar a un conjunto de
conocimientos que seran explotables para el disefio de nuevos cabezas de
serie.

En relacion con las estrategias utilizadas en la identificacion de nuevos
compuestos aplicables al control de la malaria existe dos tendencias
actuales: 1. por una parte se estan utilizando combinaciones nuevas de
farmacos ya conocidos o derivados de clases de compuestos de eficacia
reconocida con el fin de generar analogos que sean activos incluso frente
a cepas resistentes; 2. en segundo lugar, se han identificado una serie de
potenciales dianas terapéuticas, esenciales para la viabilidad que resul-
tan del conocimiento del parasito, y que desde una perspectiva “racional”
se estudian para desarrollar inhibidores especificos a partir de informa-
cion funcional y estructural. Ambas estrategias estan generando un con-
junto de moléculas prometedoras que unido a la existencia de iniciativas
a escala mundial para financiar estudios destinados al desarrollo de
nuevos compuestos (Medicines for Malaria Venture, The Bill and Melinda
Gates Foundation) abren la posibilidad de que en un futuro proximo se
dispongan de nuevos agentes quimioterapéuticos para controlar la enfer-
medad.

Farmacos antimalaricos de uso tradicional

Entre los farmacos de uso extendido para el tratamiento de la malaria y
atendiendo a su mecanismo de accion se encuentran, a grandes rasgos,
los que actlian a nivel de la destoxificacién del grupo hemo o los que
interfieren con el metabolismo del &cido félico. Ejemplos de los prime-
ros son la cloroquina y derivados y los endoperéxidos como la artemisina
mientras que entre los segundos se encuentran las sulfamidas y la
pirimetamina.

Dentro de los compuestos que se vienen utilizando durante los dltimos
cuarenta afios se pueden citar las quinoleinas entre las que cabe rese-
fiar la cloroquina (4-aminoquinoleinas), la quinina y la mefloquina
(aril amino alcoholes). Su mecanismo de accién exacto esta sujeto a
controversia aunque estd demostrado que interfieren con la ruta de
degradacion de la hemoglobina (Hb) uniéndose a la ferriprotoporfirina
IX6. Durante las fases intraeritrociticas, el parasito ingiere por fagocitosis
la hemoglobina que se transporta posteriormente a la vacuola digestiva.
En el interior de esta vacuola se digiere la globina por accién de una
serie de proteasas mientras que el grupo hemo se convierte en un mate-
rial cristalino insoluble denominado hemozoina o pigmento malarico
mediante un mecanismo conocido como la polimerizacion del grupo
hemo. Mecanismos alternativos de destruccion del grupo hemo lo cons-
tituyen su oxidacion por accién del peréxido de hidrégeno o su destruc-
cion de forma minoritaria en el citosol por intervencién del glutation en
estado reducido’. Parece ser que las aminoquinoleinas también interfie-
ren en estos dos Ultimos procesos®.

Otro conjunto de compuestos de extrema utilidad en el tratamiento de la
malaria lo forman los antifolatos que acttian a distintos niveles del meta-
bolismo del acido félico. Asi se distinguen las sulfamidas que inhiben a la
dihidropteroato sintasa, una enzima clave implicada en la sintesis del
4cido félico o compuestos como el cicloguanilo y la pirimetamina que son
inhibidores de la dihidrofolato reductasa una enzima responsable de la
regeneracion del cofactor en estado reducido y que se encuentra asociada
a la timidilato sintasa en una enzima bifuncional esencial para la sintesis
celular de timidilato®. Asociaciones de ambos tipos de farmacos han
resultado ser extremadamente eficaces en el tratamiento pero mutaciones
en la proteina blanco han generado multiples casos de resistencia lo que
unido a casos de hipersensibilidad a las sulfamidas durante su uso en la
profilaxis, hace que su uso presente limitaciones!®.

La artemisina y sus derivados constituyen una clase de farmacos que si
bien se vienen utilizando desde hace mucho tiempo en el tratamiento de la
enfermedad, recientemente se han sintetizado una serie de derivados de
elevada eficacia que constituyen alternativas extremadamente promete-
doras en cuanto a su posible utilizacién en la clinica a corto plazo. La
artemisina es un 1,2,4-trioxano que se obtiene a partir de la planta
Artemisia annua'® y que ha sido utilizado durante siglos en la medicina
tradicional china como un tratamiento para la fiebre y la malaria. En el
afio 1971, quimicos chinos aislaron el compuesto activo responsable de
su accién terapéutica y lo denominaron ginghaosu (artemisinin). La
artemisina es una lactona sesquiterpénica cuyo potencial terapéutico es
limitado por su baja solubilidad. Sin embargo derivados semisintéticos
como el artesunato, el artemeter o el arteeter, de mayor potencia que la
artemisina, se estan utilizando desde hace tiempo en la clinica con una
elevada eficacia habiéndose descrito relativamente pocos casos de resis-
tencia. En cuanto a su mecanismo de accion, su actividad biolégica es
dependiente de la rotura del enlace perdxido tras la interaccion con el Fell
del grupo hemo en el interior de la vacuola digestiva generandose radica-
les libres con capacidad alquilante que alquilan el grupo hemo y posible-
mente otras proteinas del parasito!?. Adicionalmente, los endoperoxidos
también parecen actuar a nivel de la formacién de la hemozoina o como
fuente de radicales hidroxilo!®. Estudios muy recientes apuntan que la
artemisina es una inhibidor de la SERCA (Ca?* ATPasa del reticulo
sarcoplasmico, PfATP6) de Plasmodium!*. Recientemente se ha descrito
un conjunto de derivados que presentan una elevada estabilidad quimica
y una pronunciada actividad antimalarica tanto in vitro como in vivo!®.

Finalmente dentro del conjunto de compuestos de utilizacién habitual
cabe destacar determinados antibiéticos desarrollados como
antibacterianos que también exhiben actividad antimalarica y tienen apli-
caciones profilacticas. Su modo de accion se basa en que el parasito
presenta un orgéanulo tipico del orden Apicomplexa que se conoce como el
apicoplasto'®. Este organelo fue adquirido supuestamente mediante un
proceso de endosimbiosis con un alga unicelular y ha perdido su capaci-
dad fotosintética pero tiene una serie de funciones metabdlicas esenciales
como son la sintesis del grupo hemo, la sintesis de isoprenoides (ruta
DOXP)'7 y la sintesis de &acidos grasos'®. Adicionalmente el apicoplasto
tiene un genoma circular residual que codifica una serie de proteinas y
que presenta capacidad de replicacion. Los antibiéticos acttian inhibiendo
estos procesos y por ello compuestos como las tetraciclinas y la rifampicina
presentan actividad antimalérica. Asimismo algunos compuestos inhiben
la sintesis de proteinas mitocondriall®.

Nuevas estrategias y perspectivas en el desarrollo
de antimalaricos
Como consecuencia del creciente conocimiento de la bioquimica y el

genomica del parésito se han identificado una serie de procesos o rutas
metabdlicas que constituyen potenciales dianas terapéuticas y que ofre-
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cen numerosas posibilidades para el desarrollo de compuestos totalmen-
te nuevos desde el punto de vista de su modo de accién. Sin embargo,
aunque existen varios ejemplos de aproximaciones al desarrollo de nue-
vos farmacos, hasta la fecha la mayoria se encuentran en la fase de
identificacién de cabezas de serie con actividad antiplasmodio o en perio-
do de optimizacién con el fin de generar compuestos con propiedades
terapéuticas adecuadas. Solo algunos ejemplos estan en fase de estudios
preclinicos. Algunos de los ejemplos mas significativos de compuestos en
fase de desarrollo son:

. Los inhibidores de proteasas

. Inhibidores de la sintesis de acidos grasos

. Inhibidores de la ruta de biosintesis de isoprenoides

. Compuestos que interfieren con el transporte y el metabolismo de
fosfolipidos

. Inhibidores del metabolismo mitocondrial

6. Inhibidores del metabolismo de pirimidinas.

A WN =

o

Inhibidores de proteasas

Dado que la parte proteica de la hemoglobina debe ser degradada a los
aminoécidos correspondientes para ser utilizados como fuente para la
sintesis de proteinas por parte del parésito, la inhibicion de este proceso
resulta letal. Igualmente, proteinas del citoesqueleto del eritrocito también
son degradadas durante el proceso de invasion y ruptura. Se han identi-
ficado una serie de proteasas especificas implicadas en la degradacién de
la globina como son las plasmepsinas (aspartato proteasas), la falcipaina
(una cistein proteasa), la falcilisina (una metaloproteasa) y una histoas-
partato proteasa no-convencional. Inhibidores de estas enzimas constitu-
yen potenciales antimalaricos y se han realizado multiples estudios con el
fin de intentar identificar inhibidores especificos que sean activos en mo-
delos murinos de la enfermedad?. Asi por ejemplo se han descrito un
conjunto de peptidil fluorometil cetonas y peptidil vinil sulfonas que son
potentes inhibidores de la falcipaina 2 y que presentan una elevada acti-
vidad antimalarica in vitro aunque tiene limitaciones debido a su toxici-
dad y propiedades farmacocinéticas?!?2.

Inhibidores de la biosintesis de acidos grasos

En relacién con la sintesis de acidos grasos, es de destacar las peculia-
res caracteristicas que reviste este proceso en bacterias y en cloroplastos
dado que contienen un sistema denominado tipo Il (FASII) en el que
cada reaccion en el proceso de biosintesis estd catalizada por una
proteina independiente monofuncional al contrario de células de mami-
fero donde la sintesis estd mediada por una proteina multifuncional
conocida como la acido graso sintetasa de tipo 122. Inhibidores de
enzimas de la ruta son el triclosan y la tiolactomicina, un metabolito
secundario de hongos y estan en desarrollo nuevos compuestos con
potencial terapéutico?*.

Farmacos dirigidos a la ruta de biosintesis de isoprenoides

La sintesis de isoprenoides constituye una ruta metabdlica que ha recibido
una considerable atenciéon en Plasmodium por varios motivos. Por una
parte es de subrayar las especiales caracteristicas que presenta la sintesis
del isopentenil pirofosfato, un intermediario de la ruta, que tiene lugar a
través de un conjunto de reacciones que se conocen como la ruta DOXP (1-
deoxi-D-xilulosa 5-fosfato) o ruta independiente de acido mevaldnico. Este
proceso ocurre en el apicoplasto y se encuentra ausente en células de
mamiferos que utilizan un conjunto de reacciones diferente?®. La
fosmidomicina y derivados son inhibidores de la DOXP reductoisomerasa,

una enzima clave de la ruta pero carecen de eficacia terapéutica por el
momento pues tras el tratamiento aparecen recrudescencias de la enferme-
dad?®. Otro proceso relacionado con la sintesis de isoprenoides y que
presenta perspectivas altamente esperanzadoras con vistas al desarrollo
de inhibidores especificos es la isoprenilacion de proteinas, reaccion que
estd catalizado por las llamadas prenil transferasas siendo la mas estudia-
da en el caso de Plasmodium la farnesil transferasa?’. Inhibidores de este
tipo de enzimas han sido desarrollados intensamente por su actividad
antitumoral ya que determinadas proteinas implicadas en transduccién de
sefiales como ras o rho GTPasas se activan mediante la adicién de un
residuo farnesilo que permite su inserciéon en la membrana?. La farnesil
transferasa es una proteina heterodimérica que cataliza la transferencia de
un residuo farnesilo desde el farnesil difosfato al extremo carboxilo de la
proteina que se farnesila. La mayoria de los compuestos son
péptidomiméticos de la secuencia de reconocimiento CaaX (C=cisteina,
a= aminoécido de cadena lateral alifatica, X= serina o metionina) aunque
recientemente se han sintetizado analogos que presentan propiedades
farmacocinéticas mejoradas?®.

En relacion con esta ruta igualmente se ha descrito que inhibidores de
otra enzima implicada en la sintesis de isoprenoides, la farnesil difosfato
sintetasa, también tienen capacidad para inhibir el crecimiento de
Plasmodium. Estos compuestos pertenecen al grupo de los bisfosfonatos
y fueron desarrollado originalmente para el tratamiento de la osteoporosis
pero posteriormente han demostrado un enorme potencial antipro-
tozoario®.

Inhibidores del metabolismo de fosfolipidos y la actividad
mitocondrial

Otro proceso que tiene lugar durante las fases intraeritrociticas del para-
sito es la sintesis activa de estructuras de membrana. Uno de los compo-
nentes principales de las membranas del parésito es el fosfolipido
fosfatidilcolina cuya sintesis a su vez depende de la incorporacién de
colina exégena a partir de la sangre. Distintos analogos de la colina
exhiben una potente actividad antimalarica y se asume que inhiben el
transporte de colina que tiene lugar a través de un transportador especi-
fico localizado en la membrana del parasito®!. Varios de estos compues-
tos exhiben una potentisima actividad frente al parésito incluso en mode-
los animales y actualmente se encuentran en fase de optimizacion sus
propiedades farmacolégicas y biodisponibilidad®?. Algunos de estos ana-
logos también parecen interferir con la formaciéon de hemozoina.

Existen un conjunto de compuestos que interfieren con la actividad
mitocondrial del pardsito. Las fases intraeritrociticas tiene un metabolis-
mo mitocondrial activo estando presentes todas las enzimas implicadas
en el ciclo de los &cido tricarboxilicos y determinados componentes de la
cadena de transporte electronico. Asi la cadena respiratoria del parasito
constituye un blanco de accion de farmacos siendo ejemplos de compues-
tos que actlan a este nivel la atovaquona un farmaco que se une al sitio
de oxidacion del Coenzima Q en el citocromo B del complejo Ill. Este
farmaco ha sido utilizado con éxito en la clinica en combinacién con el
proguanilo33. Asimismo, inhibidores de la dihidroorotato deshidrogenasa
una enzima implicada en la sintesis de novo de pirimidinas mitocondrial®*
también tienen actividad antiplasmodio aunque el desarrollo de com-
puestos con propiedades farmacolégicas adecuadas esta por llegar.

Finalmente hacer referencia a un conjunto de compuestos analogos del
nucledsido uridina que se han caracterizado como inhibidores del enzi-
ma desoxiuridina trifosfato sintetasa y que han demostrado actividad
antimalarica in vitro. Asi se han descrito varios analogos trifenilmetano
activos frente al parasito y se han determinado las bases moleculares de
la interaccion del inhibidor con el enzima blanco®®.
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En definitiva, existen varias aproximaciones prometedoras al desarrollo
de nuevos compuestos con potencial antimalarico. Algunos correspon-
den a nuevos derivados de antiguos compuestos de reconocida utilidad
clinica y que presentan ventajas frente a sus predecesores, sobre todo en
relacion con el tratamiento de casos de resistencia. Por otra parte existen
toda una serie de nuevas dianas potenciales que se han mencionado en la
presente revision y que desde el punto de vista de su papel en la viabilidad
y su capacidad de inhibicién constituyen nuevas alternativas al descubri-
miento de antimalaricos. Algunos de los inhibidores en estudio corres-
ponden a farmacos desarrollados para otros fines (antitumorales,
antibacterianos) y que en una aproximacién de lo que se conoce como
quimica “piggy back” estan aprovechando la informacion existente para
desarrollar nuevos compuestos. Es de esperar que en un futuro préximo
lleguen a ensayos clinicos algunas de estas iniciativas abriendo de esta
manera nuevas perspectivas en el tratamiento de esta devastadora enfer-
medad.
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