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ABSTRACT

Malaria is a disease with a high mortality rate that affects millions of people
around the world. A comprehensive range of antimalarial drugs has helped to
implement an effective drug policy. However, the emergence and spread of
antimalarial drug resistance has become a threat to malaria control. Scientific
advances had provided an undestanding of the mechanism of the antimalarial
drugs, and its effectiveness or synergism. Nevertheless, the way in which the
genetic makeup of human and Plasmodium affects therapeutic effectiveness has
not received enough attention throughout history.Plasmodium genetic alterations
result in the resistance emergence. As a consequence, antimalarial treatment

can become ineffective, increasing morbility and mortality.

Clinical trials have observed large variability at individual level of diverse
drug metabolizing enzymes and transporters that influences the drug
pharmacokinetic profile. The resulting variations in concentrations of the drug
whitin plasma could result in either suboptimun effectiveness or drug toxicity,
depending on the genetic background of the patients. These alterations can
produce inclomplete cure, relapses, resistances or adverse effects. Here, we

review the principal genetic variants affecting antimalarial medications and

discuss their clinical implications.



Facultad de Farmacia
)UNIVERSIDAD LA LAGUNA

INTRODUCCION

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria causada por
protozoos hematicos del género Plasmodium, los cuales son transmitidos de un
individuo a otro a través de la picadura de una hembra de mosquito del género
Anopheles. Existen cinco especies principales de Plasmodium que infectan a los
seres humanos: P. falciparum (principalmente en Africa), P. vivax (Suramérica y
Asia), P. malariae (localizacion puntual), P. ovale (Africa oriental) y P. knowlesi
(Sureste de Asia). Las infecciones por P. falciparum y por P. vivax son las que

tienen una mayor prevalencia, siendo la infeccion por P. falciparum la mas grave.

Entre las enfermedades transmitidas por vectores, la malaria es la
causante de los mayores indices de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,
siendo la poblacion mas vulnerable los nifios menores de 5 afios y las mujeres
embarazadas. Cerca de 2.400 millones de personas (40% de la poblacion

mundial) vive en zonas de riesgo .

NNV

llustracion 1.Distribucion geogréfica de la malaria. Tomado de Ref 1.
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En el dltimo informe mundial sobre la malaria publicado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que en 2016, cerca de 91
paises reportaron un total de 216 millones de casos de malaria, de los cuales el
total de muertes ascendi6 hasta 445.000. Africa se sit(ia en cabeza presentando
el 90% de los casos de malaria y muertes en todo el mundo. Ademas, se estima
gue en la region africana cada dia mueren a causa de la malaria en torno a 2000

nifios menores de 5 afios 1.

Los esfuerzos globales coordinados para prevenir y controlar la malaria
han constituido toda una proeza para la salud publica. Los pilares fundamentales
para alcanzar el éxito en esta tarea han sido la prevencion y el tratamiento
farmacoldgico. Aunque la prevencidén no se considera en esta revision, ha sido
igual de determinante en la lucha contra la malaria. La prevencion de esta
enfermedad abarca diferentes frentes como la lucha contra el vector mediante
insecticidas y la fumigacion, la implementaciéon del uso de mosquiteros y la

quimioprofilaxis 12,

El arsenal de farmacos contra la malaria ha ido evolucionando en el
trascurso de la lucha contra la enfermedad, desde las primeras quininas
extraidas de la corteza del arbol Cinchona, a sus analogos sintéticos, pasando
por la cloroquina, pilar principal del tratamiento durante el siglo XX. Sin embargo,
la aparicion de resistencia a la cloroquina ocasion¢ el fracaso del programa del
control de la malaria. Esto llevé al descubrimiento de los analogos de la
cloroquina, como la mefloquina. Asi como de los arilaminoalcoholes, como la
halofantrina o la piperaquina. La combinacién de los farmacos antifolato de
sulfadoxina y pirimetamina también demostré6 una gran eficacia; aunque la
emergencia de resistencias generalizada a los antimalaricos ha ido reduciendo
su uso. Recientemente, la combinacion de atovacuona y proguanil ha resultado

bastante efectiva como profilaxis B4,

R e

Quinina Cloroquina Primaquina Mefloquina Atovacuona
Sulfadoxina/ -
pirimetamina Artemisina ——

llustracion 2. Descubrimiento e introduccion en el tratamiento de los distintos farmacos
antimalaricos. Tomado y adaptado de Ref. [3] 5



Facultad de Farmacia
) UNIVERSIDAD LA LAGUNA

Finalmente, la introduccion de la artemisina y sus congéneres supuso el
descubrimiento de la que seria la piedra angular del tratamiento de la malaria
actual. La OMS recomienda los tratamientos combinados con la artemisina
(ACT) que contengan dos principios activos con diferentes mecanismos de
accion. Actualmente, la OMS respalda cuatro combinaciones ACT para el

tratamiento de malaria (tabla 1) 1.

Régimen Artemisina Farmaco asociado
AL Arteméter Lumefantrina

AS + AQ Artesunato Amodiaquina

AS + MQ Artesunato Mefloguina

AS + SP Artesunato Sulfadoxina-pirimetamina

Tabla 1. Terapéutica basada en ACT. Tomado de ref [2].

En este momento, el tratamiento farmacolégico es un pilar basico para el
control de la malaria. Los avances cientificos han permitido un mayor
entendimiento de los antimalaricos: su mecanismo de accion, efectividad,
sinergismo en terapias combinadas e indicaciones segun susceptibilidad o
gravedad. Sin embargo, existen dos aspectos fundamentales que a menudo
pasan desapercibidos por la estrategia seguida para el tratamiento de la malaria,
y que responden a la siguiente cuestion: ¢ Cémo afecta la composicion genética

de Plasmodium y la del ser humano a la efectividad del tratamiento?

OBJETIVOS

Este trabajo pretende profundizar y resaltar, de la forma mas actualizada
posible, los aspectos farmacogéneticos de mayor relevancia que afectan a la
respuesta del tratamiento antimalarico y que conciernen tanto al genoma del

Plasmodium como al del hospedador.
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METODOLOGIA

Se ha realizado una revision bibliografica de bases de datos y articulos
cientificos actualizados en el tema. Practicamente toda la informacion se obtuvo
de informes de la OMS, Pubmed, SCOPUS y el punto Q de la biblioteca de la
Universidad de La Laguna. Principalmente se han consultado articulos de las
revistas Tropical parasitology, European Journal Of Drug Metabolism and
Pharmacokinetics y Biomédica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diversidad genética de Plasmodium en el tratamiento de la malaria

A lo largo de la historia evolutiva, el éxito de la supervivencia de
Plasmodium, asi como el fracaso de los intentos por erradicarlo, se deben a su
diversidad y complejidad genética, es decir, a su capacidad para mutar . Esta
gran variabilidad genética le ha permitido evitar la respuesta del sistema inmune

del hospedador y desarrollar variantes resistentes a los farmacos antimalaricos
(5]

La OMS define la farmacoresistencia a los antimalaricos como “la
capacidad de una cepa de parasitos de sobrevivir o de multiplicarse, a pesar de
la administracién y la absorcion de un medicamento administrado en dosis
iguales o mayores que las generalmente recomendadas” [U. Esta resistencia
plantea una seria amenaza a la iniciativa mundial para el control de la malaria.
Hasta ahora, la resistencia se ha documentado en tres de las especies: P.

falciparum, P. vivax y P. malariae?.

! Nos hemos centrado en Plasmodium falciparum por ser la especie mas agresiva y que

mAs resistencias genera.
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Se han valorado varios mecanismos para explicar los cambios en la
sensibilidad a los farmacos antimalaricos. Fundamentalmente, se basan en la
resistencia mediada por mutacién de genes que codifican transportadores,
reduciendo la disponibilidad del farmaco en el sitio de accién, pero también

mutaciones de la propia diana, entre otros.

En esta revision, repasaremos los principales genes del genoma de
Plasmodium falciparum (tabla 2) que generan de forma directa o indirecta
resistencias frente a los farmacos mas utilizados en la lucha contra la malaria.

Por su relevancia, haremos especial hincapié en los genes PFCRT y PFK13.

Masa

Exones Localizacion Tamano molecular Mecanismo de resistencia Antimaléarico
(EE)] (KDa)

Expulsién de la cloroquina

PFCRT 13 Cromosoma 424 48,6 ionizada de la vacuola digestiva Cloroquina
7 parasitaria mediante un
mecanismo de eflujo por un
transportador
Interrupcién de la acumulacion Cloroquina,
PFMDR-1 1 Cromosoma 1419 162,85 del farmaco dentro de |la vacuola Quinina,
5 digestiva por la menor propension  mefloquina,
del transportador PIMDR1 a halofantrina,
unirse a la misma y artemisinina
Modificacion del objetivo del Pirimetamina
PFDHFR 1 Cromosoma 608 71,73 farmaco: reduccién de la Cicloguanil
4 inhibicién de la actividad
enzimatica
Modificacion del objetivo del Sulfadoxina
PFDHPS 3 Cromosoma 706 83,37 farmaco: reduccion de la
8 inhibicién de la actividad
enzimatica
CytB 2 ADN 376 43,37 Meodificacion de la diana del Atovacuona
mitocondrial farmaco
PFK13 1 Cromosoma 726 83,66 Quiescencia Artemisina
13

Tabla 2.Caracteristicas de los principales genes de Plasmodium falciparum implicados en el
desarrollo de resistencia [ll7],

Dichos genes conforman los conocidos como marcadores moleculares de
la enfermedad. El analisis de estos marcadores permite prever y estimar la
aparicion y propagacion de las resistencias a los antimalaricos alrededor del
mundo. De esta manera, se puede esbozar un mapa de selectividad a los
diferentes antimaléaricos, optimizando el tratamiento en funcion de la region

geogréafica.
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Gen de la proteina de transporte asociada a la resistencia a

cloroquina de Plasmodium falciparum

La cloroquina es una base débil diprotonada. Cuando se encuentra en su forma
neutra es capaz de difundir a través de las membranas del eritrocito infectado,
llegando hasta la vacuola digestiva de Plasmodium, donde vuelve a ser
protonada y por lo tanto, retenida 8. Se cree que la cloroquina actta evitando la
degradacion del grupo hemo de la hemoglobina, lo que provoca la acumulacién
de moléculas incompatibles con la supervivencia del parasito [°. Las mutaciones
en el gen transportador de la cloroquina (pfcrt) son las principales responsables

de la aparicion de resistencias a este farmaco antimalarico 8,

Entre dichas alteraciones genéticas,
la mutacion K76T se presenta como
la principal causa de la aparicion de
resistencias contra la cloroquina [,
Esta mutacion supone la sustitucién
de un residuo de lisina por un residuo
de treonina en la proteina
transportadora de cloroquina,
generando el cambio de una carga

positiva por una carga neutra.

Debido a este cambio el llustracion 3. Modelo de resistencia.

Cloroquina es expulsada por una
transportador es capaz de provocar _ )
glicoproteina de la VD. Imagen tomada y

la salida de la cloroquina diprotonada adaptada de Ref. 9
de la vacuola mediante un sistema

de transporte activo [6li8],

Si se compara la capacidad de acumulacion de una proteina
transportadora de cloroquina codificada por el gen que contiene el alelo salvaje
y aquella codificada por el que contiene el alelo mutante, se observa que la
capacidad de almacenamiento es menor en el caso del alelo mutante. Por lo

tanto, las especies con mutaciones en el gen pfcrt mostraran, no solo una

9
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actividad de transporte aumentada, si no también, una afinidad disminuida hacia
la cloroquina, lo que conduce a una acumulacion menor en la vacuola digestiva,

un menor efecto terapéutico y la aparicion de resistencia al farmaco [©.

También se pueden producir mutaciones que afectan a la proteina 1 de
multiresistencia (pfmdrl) que genera resistencia por un mecanismo muy similar
a pfcrt. Cuando se producen mutaciones simultaneas en ambos genes se
observa una gran disminucion de la sensibilidad sobre todo a quinina [,
También se han asociado con la aparicion de resistencias frente cloroquina,

mefloquina, halofantrina, lumefantrina y artemisina [€l.
kelch 13

Como hemos dicho anteriormente, la mayoria de mecanismos de
resistencia se pueden clasificar en dos grupos. El primero se relacionaria con
una reduccion de la disponibilidad del farmaco en su lugar de accién, debido a
mutaciones en genes transportadores. El segundo grupo tendria que ver con la
modificacién de la diana del farmaco mediante mutaciones en los genes
correspondientes. Sin embargo, la resistencia a la artemisina es el resultado de

un proceso celular diferente, conocido como quiescencia 1.

Esta forma de resistencia se alcanza cuando las formas celulares
parasitarias entran en un estado de reposo tras la exposicion a la artemisina,
para posteriormente reanudar el crecimiento una vez se haya eliminado el
farmaco en sangre. La definicion clasica de quiescencia es "una ausencia
reversible de proliferacion”, es decir, una célula que no se divide, y que
normalmente reinicia su ciclo celular cuando las condiciones se vuelven
apropiadas. Esta capacidad es conferida por mutaciones del dominio de la hélice
del gen PfK13 [7],

El gen afectado codifica una proteina de la superfamilia Kelch: PfK13.
Aungue su funcidon no se conoce con exactitud, su similitud con la proteina
humana Keapl indica que consiste en un mecanismo de respuesta al estrés

oxidativo.

10
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Las mutaciones en pfk13 generan una serie de cambios moleculares:

+ Inhibicion de la ubiquitinacion de la enzima PI3K, de forma que aumenta
la concentracion de su producto, PI3P. Este producto facilita la retencion de
proteinas mediadoras de virulencia en el reticulo endoplasmatico, lo cual
favorece su desarrollo intraeritrocitico (estadio de desarrollo del parasito que

transcurre dentro de los hematies) 1.

* Modificaciones en la homeostasis del reticulo endopldsmico, que
favorecen la neutralizacion del dafio causado por las artemisinas; las proteinas
que pudieran haber quedado desplegadas o mal plegadas se reparan o se

destruyen dada la expresion aumentada de chaperonas .,

El conjunto de estas modificaciones moleculares permite al parasito
permanecer en estado quiescente. Este reanudara su multiplicacion y desarrollo
una vez las artemisinas hayan desaparecido del torrente sanguineo. Todo ello

implicard una curacion incompleta, recidivas y reinfecciones.

Técnicas de deteccion

La resistencia de Plasmodium a algunos medicamentos antimalaricos
esta relacionada con polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). El genotipado
de SNP puede usarse, no solo para la diferenciacién de especies, sino también
para la identificacion de genotipos de cepas resistentes. Estos analisis se
realizan rutinariamente usando amplificacién por PCR y corte con enzimas de
restriccion (técnica de RFLP, del inglés “Restriction Fragment Length
Polymorphism”), microarray de genotipado, PCR cuantitativa (qPCR) vy
secuenciacion directa de productos de PCR [, Sin embargo, actualmente no
existen métodos para la identificacion de parasitos resistentes que sean lo
suficientemente simples, baratos y rapidos como para realizarse en zonas

endémicas de la enfermedad 111,

Prevencion de las resistencias

Cuando se utiliza un farmaco antimalarico de forma masiva se favorece la
seleccién de mutaciones que producen resistencias. Existen varios factores que

favorecen esta seleccion: elevada carga parasitaria en el paciente, larga

11
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semivida del aclaramiento parasitario o el uso de monoterapias. Para prevenir la
apariciéon de resistencia se han tomado varias medidas sanitarias: tratar solo a
los pacientes con diagnostico parasitolégico confirmado, administrar
tratamientos combinados, vigilar la calidad de los farmacos antimalaricos,
facilitar el acceso a los sistemas sanitarios, mejorar las condiciones de vida y

aplicar medidas de control vectorial eficaz.

Variabilidad genética en el individuo y su influencia en la respuesta

terapéutica

El papel que juega la genética de Plasmodium es crucial para determinar
la respuesta terapéutica a los farmacos antimalaricos. Sin embargo, existe otro
aspecto fundamental que a menudo ha pasado desapercibido: la genética del
hospedador. Existe una gran variabilidad genética entre los individuos de la
especie humana, lo que se traduce en la existencia de numerosos polimorfismos
gue expresan una gran variedad de enzimas metabolizadoras y proteinas de
transporte. Estas tienen un papel importante en la degradacion, absorcion
intestinal, distribucién y excrecion de los farmacos antimalaricos 2. Por lo tanto,
las rutas metabdlicas de biotransformacion y los mecanismos de excrecion que
afectaran el farmaco en el organismo dependeran de la idiosincrasia del
individuo. Por ejemplo, se pueden originar compuestos mas activos que la
molécula del farmaco original u otros con poca o ninguna actividad [10li13],
También, por diferencias en las proteinas involucradas en la excrecion, se
pueden alterar las concentraciones del farmaco en el plasma conduciendo desde

una eficacia subdptima hasta la toxicidad del antimalarico 2.

El estudio de las variantes genéticas relacionadas con farmacos
antimalaricos dentro de cada una de las poblaciones afectadas posibilita, no solo
reducir los gastos sanitarios, sino predecir y evitar la aparicion de efectos

adversos y resistencia 2,

12
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Un ejemplo especifico de como la composicion genética de un individuo

El caso de la amodiaguina

puede afectar a la eficacia de un medicamento es el caso de la amodiaquina. La
amodiaquina muestra una amplia variacion entre los individuos 2. Se usa
comunmente en combinacion con artesunato como tratamiento de primera linea
para la malaria no complicada, particularmente en Africa occidental 2. La
amodiaquina es un farmaco generalmente bien tolerado, cuya via principal de
eliminacion del organismo humano es la biotransformacion en

desetilamodiaquina, por la accién de la CYP2C8 [13],

Sin embargo, las personas cuyo genotipo presenta variantes mutadas en
los genes CYP2CS8, CYP1A1l o CYP1B1 pueden desarrollar reacciones adversas
de caracter inmunogénico. Es mas, en aquellos individuos con grandes
disfunciones en la actividad de CYP2C8, también se observa una importante
reduccion de la eficacia y un aumento considerable de la toxicidad de la
amiodaquina, con aparicion de hepatotoxicidad y agranulocitosis. Se cree que
estas alteraciones son debidas a la formacion de amodiaquina quinonaimina, un
intermediario de arilacion, altamente reactivo. Dicho compuesto se forma sobre
todo en metabolizadores lentos, que tardan demasiado tiempo en transformar la

amodiaquina en desetilamodiaquina 2.

* Structural alert * * Structural alert *
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DEAG- Quinoneimine -
rapid formation and leads to hepatotoxicity
slow to eliminate and agrulocylosis

llustracion 3 Metabolizacion de la amodiaquina tomado de Treatment and Prevention of Malaria

El porcentaje de poblacion con una variante genética que produzca un
CYP2C8 inactivo es relativamente baja en la mayoria de zonas endémicas de
malaria, no obstante, la carga de la enfermedad es tan alta que aumenta

considerablemente la incidencia del riesgo [2.

13
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El caso de las artemisinas

Otro ejemplo especifico es el uso de artemisinas. Este grupo de farmacos
presenta diferentes rutas de metabolizacion para la obtencion de su metabolito
activo, la dihidroartemisina. El artesunato es un derivado semisintético de la la
artemisinina, que puede administrarse tanto por via oral, como intramuscular e
intravenosa. El sistema enzimatico CYP2A6 2 es el principal encargado de
metabolizar el artesunato. La variabilidad genética de CYP2A6 es enorme, con
40 variantes identificadas, de las cuales 13 presentan una capacidad disminuida

y 5 no muestran actividad in vivo [,

La dihidroartemisina es la molécula con mayor actividad antimalérica, por
lo tanto, los individuos que expresen un polimorfismo que produzca un CYP2A6
de rendimiento deficiente, presentaran concentraciones menores de
dihidroartemisina y mayores de artesunato en plasma. En consecuencia, la
actividad farmacologica de en estos individuos se vera reducida, eliminandose

una menor carga parasitaria y aumentando la resistencia potencial al artesunato
[21.

Otros farmacos cuyo metabolismo influye en la respuesta terapéutica se

muestran en la tabla 3.

FARMACO ENZIMA
ANTIMALARICO METABOLICO METABOLITOS
PRIMAQUINA CYP1A2 Carboxiprimaquina
CYP3A4
CIPROGUANIL Y PROGUANIL CYP2C19 Clorcicloguanil
CYP3A4 Cicloguanil
QUININA CYP3A4 3-hidroxiquinina
CYP3A5
N-desetilcloroquina
CYP2C8 Bisdesetilcloroquina
CLOROQUINA CYP3A4 7-cloro-4-aminoquinilina
CYP3A5 Cloroquina N-éxido

Cloroquina di-N-déxido

Tabla 3. Principales polimorfos implicados en la metabolizaciéon de fArmacos antimaléaricos [,

2 Los sistemas CYP2B6, CYP1A1 Y CYP1A2, también intervienen en el metabolismo de las artemisinas.

14
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Es necesario encontrar formas de mejorar el conocimiento sobre la
farmacocinética y farmacogenética de los antimalaricos con el objetivo de
proteger su longevidad. Para ello debemos integrar estudios farmacogenéticos
con los estudios farmacocinéticos de los antimalaricos, aumentar la generacion
de datos genéticos humanos y, a la vez, mejorar las insfraestructuras para la

investigacion farmacogenética del uso de antimaléricos en zonas endémicas

Conclusioén

El tratamiento farmacologico constituye la piedra angular de la lucha
contra la malaria. La rapidez con la que Plasmodium se adapta y genera
resistencia a los farmacos antimaléricos eleva las alarmas y supone una seria
amenaza para el tratamiento de la malaria. Si no se maneja adecuadamente,
podria revertir el programa de control de la enfermedad y la contencion lograda

hasta el momento en todo el mundo.

Comprender la forma en que las distintas alteraciones genéticas de
Plasmodium modifican su capacidad infectiva, es esencial para establecer un
régimen o tratamiento apropiado, que reduzca el fracaso terapéutico, la
mortalidad e incluso la propagacién de dichas resistencias. El advenimiento de
la gendmica promete facilitar esta tarea, al permitir la identificaciéon de los

distintos marcadores moleculares de resistencia.

Los enfoques genéticos también han demostrado la importancia de la
variabilidad genética entre los individuos. Por ejemplo, se ha demostrado la
existencia de enzimas metabdlicas, predominantemente varias isoenzimas del
citocromo P450, asi como transportadores, cuya expresion polimérfica
contribuye a la variabilidad en la respuesta del farmaco.

La farmacogendémica se postula como el futuro del llamado tratamiento
farmacoldgico personalizado adaptado al genotipo de cada individuo y
Plasmodium infectante. Su implementacién en el diagndstico permitira sin duda
mejorar el perfil de efectos adversos, evitar el fracaso terapéutico e impedir la
propagacion de resistencias, ayudando asi a alcanzar el objetivo de erradicar la

malaria.

15
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