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Nuevas rutas de permeabilidad en Plasmodium falciparum:
consideraciones como blanco farmacologico y avances de los
potenciales inhibidores

New permeability pathways in Plasmodium falciparum: considerations as a pharmacological
target and advances in potential inhibitors

Yeison Castaneda-Agudelo!*, Adriana Pabon-Vidal!

Resumen

Con base en la persistencia de los casos de malaria, dados por multiples razones, entre las cuales se encuentra
la resistencia de Plasmodium falciparum a los antimalaricos establecidos para su tratamiento, surge la
necesidad de encontrar nuevos compuestos antimalaricos frente a otros blancos terapéuticos. En vista de ello,
las Nuevas Rutas de Permeabilidad (NPP) han sido un objetivo promisorio y a partir de su descubrimiento,
se han realizado diversos estudios enfocados en comprender su mecanismo y los componentes utilizados
para el transporte de solutos y otras moléculas a través de la membrana del eritrocito. El objetivo de esta
revision de tema es presentar una recopilacion de los estudios mas significativos realizados en torno a las
NPP. Para ello, se reviso la literatura para conocer el estado del desarrollo de las investigaciones referentes
al tema, consultando bases de datos electrénicas y combinando los descriptores o palabras clave: (NPP AND
malaria, AND Plasmodium falciparum AND inhibitors), ademas, se realizaron bUsquedas secundarias en las
listas de referencias bibliograficas de los articulos identificados. Luego de revisar los articulos de la literatura
publicados entre los anos 1980 y 2019, se concluye que muchos estudios han sido dedicados a la busqueda de
inhibidores de esta via con fines terapéuticos y hay gran cantidad de moléculas candidatas como el hibrido
MA-DFO y las diaminidas que han mostrado actividad en modelos de malaria tanto in vitro como in vivo.
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Abstract

In malaria, the persistent resistance to antimalarial drugs by Plasmodium falciparum constitute a problem
to world public health. New Permeability Pathways (NPP) are a promissory therapeutic target, because the
parasite uses them to modify the membrane of the erythrocyte and make it permeable to various nutrients
needed for its growth. We present a theme review where a compilation of various studies related to NPP, its
importance and its inhibitors was made.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad causada por pardsitos
unicelulares del género Plasmodium; cinco especies
son infectivas de forma natural para el hombre: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P.
knowlesi. Esta enfermedad representa un gran pro-
blema de salud publica a nivel mundial debido a su
alto rango de morbimortalidad, presentando aproxi-
madamente 229 millones de casos en 2019 y 409.000
muertes estimadas para el mismo ano, de las cuales la
gran mayoria se presentaron en el continente africano
(aportando aproximadamente un 93 % de las muer-
tes) (WHO, 2020). En Colombia, entre la semana 1
y la semana 52 del ano 2019, se presentaron 78.513
casos de malaria, entre los cuales 1341 corresponden
a malaria complicada. De las infecciones presentadas
en el pais, P. falciparum tuvo una prevalencia de
50,3 % aproximadamente de los casos, seguido por
P. vivaz con un 48,6 %, y 1,1 % de infecciones mixtas
(INS, 2019).

Plasmodium posee un ciclo de vida complejo (Ban-
nister y Mitchell, 2003) (figura 1), que involucra una
fase asexual en el humano, invadiendo inicialmente
hepatocitos y posteriormente pasando a sangre peri-
férica, donde continua su ciclo asexual o se diferencia
en gametocitos, los cuales son la forma infectiva para
el mosquito hembra del género Anopheles en donde
sucede la fase sexual (Prudéncio et al., 2006). En la
actualidad se presenta una situacion critica frente
al tratamiento para la malaria, debido a que los
parasitos estan presentando resistencia a los medica-
mentos utilizados; tal como sucede con la cloroquina
(CQ), la mefloquina (MQ), la quinina (Q) en P.
falciparum y la sulfadoxina/pirimetamina (SDXP)
mayormente en P. vivaz (Chassaigne, 2001; Lépez
y Segura, 2008). Recientemente, se identific resis-
tencia a la Artemisinina y sus derivados (Martin et
al., 2018), por lo que es urgente la biisqueda tanto de
nuevos compuestos eficaces contra el parasito como
de nuevos blancos terapéuticos.

Los eritrocitos son las células blanco de los merozoi-
tos, estadio con capacidad de invasién del ciclo eri-
trocitario asexual de Plasmodium; alli los parésitos
se alimentan de hemoglobina y esta célula les brinda
protecciéon contra el sistema inmune. Sin embargo,
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el pardsito necesita, para su correcto desarrollo, nu-
trientes que no se encuentran en la célula huésped
por lo que utiliza la membrana del eritrocito para
el transporte de compuestos disponibles en el medio
extracelular; para ello, P. falciparum exporta protei-
nas que amplifican y/o permiten el eflujo e influjo de
compuestos pequenios tales como aminoacidos, anio-
nes haluro, cationes orgdnicos e inorganicos (Ca™t,
K™), monosacéridos (sorbitol, manitol) y lactato,
entre otros (Lépez y Segura, 2008; Zipprer et al.,
2014). A estos cambios en la permeabilidad de la
membrana en el eritrocito, dados por el parasito, se
les denominaron nueva(s) ruta(s) de permeabilidad
(New Permeability Pathways, NPP) (Kirk, 2001).

Gracias a estos hallazgos, se han llevado a cabo
esfuerzos para obtener la caracterizacién profunda
de las NPP y establecerlas como un potencial blan-
co farmacolégico (Kirk, 2001). Se registran diversos
compuestos con actividad contra las nuevas vias, lo
cual resulta ser promisorio para el estudio de alter-
nativas terapéuticas potenciales contra la malaria. El
objetivo de esta revisién es brindar una visién general
de los hallazgos frente a las NPP y los estudios
realizados en cuanto a los compuestos encontrados
que inhiben o disminuyen su actividad.

METODOLOGIA

Método de busqueda de informacion

Se disené una estrategia de busqueda, en espanol e
inglés, en las bases de datos electronicas PubMed
y ScienceDirect, y en revistas relacionadas al tema
de interés como Blood y Malaria Journal, con las
siguientes palabras clave: NPP, Plasmodium, inhi-
bitors, malaria. Ademds, se realizaron busquedas
secundarias en las listas de referencias bibliograficas
de los articulos identificados.

Criterios de inclusion y exclusiéon de los estudios
en la revision

Se incluyeron los articulos de investigacion y revision
de tema hasta el ano 2019 que cumplieran con las
palabras clave y que arrojaban informacién sobre la
biologia, funcién e inhibidores de NPP en Plasmo-
dium spp.
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Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium sp. Consiste en una fase sexual, desarrollada en el mosquito hembra
del género Anopheles; alli, los gametocitos masculinos y femeninos adquiridos por la picadura a un humano
o primate infectado, se diferenciaran en gametos para su posterior fusién y formacién del cigoto, que
invadira la pared intestinal del mosquito pasando por ooquineto y luego ooquiste, liberando esporozoitos
que invadiran las glandulas salivares. La picadura del mosquito infectado inyecta los esporozoitos en un
hospedero humano o primate, alli viajaran por via sanguinea o linfatica hacia el higado donde iniciara su
fase asexual, invadiendo los hepatocitos y formando esquizontes hepaticos, y posteriormente liberando
merosomas con cientos de merozoitos a sangre periférica. Estas formas infectantes invadiran eritrocitos y
alli se diferenciaran en trofozoitos y por esquizogonia formaran esquizontes que daran liberacion a multiples
merozoitos infectantes. Algunos trofozoitos no maduraran hacia esquizonte, sino que se diferenciaran a
gametocitos para ser ingeridos por un mosquito y continuar su ciclo. Tomado y adaptado de Bannister y
Mitchell, 2003.
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Luego de la eleccién de los articulos, se excluyeron
aquellos cuya metodologia y hallazgos no se rela-
cionaban con las palabras clave y el objetivo de la
revision.

RESULTADOS

Se obtuvo un total de 75 articulos luego de elimi-
nar los repetidos en idioma inglés, de los cuales se
seleccionaron 60 por titulo, materiales y métodos y
resumen; de éstos se excluyeron 8 por no presentar
resultados de estudios pertinentes al tema. En total,
se analizaron 52 referencias. Los principales resulta-
dos del andlisis de estas lecturas son los siguientes:

Generalidades de la membrana del eritrocito

El eritrocito posee una membrana celular permea-
ble a una variedad de solutos necesarios para su
desarrollo y funcionamiento. Esta membrana esta
compuesta por una bicapa lipidica con pesos iguales
en colesterol y fosfolipidos; se encuentran cuatro
tipos de fosfolipidos: esfingomielina, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina (Mohandas y
Gallagher, 2008). Las relaciones lipidicas en la mem-
brana se ven afectadas al momento de infeccién por el
parasito Plasmodium, observandose una disminucién
en la proporcién de esfingomielina (47%) y en la
relacién colesterol/fosfolipidos (55 %), lo cual altera
la permeabilidad de la membrana y las funciones
sobre sus transportadores (Lépez y Segura, 2008).
Debido a que la membrana trabaja como una barrera
selectiva para los nutrientes de la célula, es nece-
sario que este proceso esté mediado por proteinas
con diversas funcionalidades, como el transporte de
iones que conllevan a la regulacién del potencial
de membrana, la osmolaridad, entre otras. Se han
caracterizado alrededor de 50 proteinas transmem-
branales, y al menos 12 poseen funciones transpor-
tadoras, como bombas Nat /K™, cotransportador de
NaKCly, cotransportador Nat /K™, Catt ATPasa,
banda 3 (transporte de iones) (Salhany, 2004), di-
versas acuaporinas, Glutl (Blodgett y Carruthers,
2004), antigeno JK (proteina antigeno kidd), RhAg,
KTCl~ cotransportador, NatCl™ cotransportador
y canal de Gardos (Mohandas y Gallagher, 2008).
Cuando hay infeccion por P. falciparum, el patdégeno
aprovecha los mecanismos endégenos de la célula
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huésped y exporta otras proteinas hacia la membrana
eritrocitaria para la captacién de nutrientes a los que
el eritrocito no infectado no es permeable, con el fin
de suplir sus necesidades fisiolégicas y bioquimicas.
Frente a la actividad de los mecanismos de transpor-
te, los reticulocitos o eritrocitos jévenes poseen una
mayor actividad debido a que son células que estan
finalizando su proceso de maduracion, por lo que
P. vivax tiene preferencia a invadir dichas células;
caso contrario sucede con P. falciparum, que presenta
menos preferencia por invadir reticulocitos e invade
eritrocitos de diferentes edades (Kirk, 2001).

Nuevas rutas de permeabilidad (NPP) inducidas
por P. falciparum

Como se mencioné anteriormente, el eritrocito es uno
de los elementos fundamentales para el desarrollo y
la proliferacién del parasito. Debido a la ausencia
de una gran variedad de nutrientes en el citosol
del huésped, el patégeno recurre a un novedoso e
ingenioso mecanismo que consiste en modificar la
membrana bioldgica del eritrocito y volverla mas
permeable a diversos nutrientes y iones, recibiendo
el nombre de nuevas rutas de permeabilidad (NPP);
ademads de utilizar algunos sistemas de transporte en-
dogeno del eritrocito para captar solutos necesarios
para su éptimo crecimiento. Diversos estudios se han
enfocado en determinar el origen y la naturaleza de
las NPP, descubriendo nuevas proteinas exportadas
por el parasito durante su invasién que aumentan el
eflujo e influjo de solutos (Kirk, 2001).

Proteinas implicadas en las NPP

En vista de que el parasito exporta una gran variedad
de proteinas, se acepta el modelo en el cual se utiliza
una via secretora comun para las diversas proteinas,
tanto las que tienen como finalidad la vacuola pa-
rasitéfora (PV) como las que necesitan atravesar la
membrana de la vacuola parasitéfora (PVM) con el
objetivo de llegar al citosol y /o membrana eritrocita-
ria. Mencionando el caso particular de las proteinas
que requieren traspasar la PVM, estas, al instaurarse
en la membrana eritrocitaria cumplen su funcién, la
cual seria permitir el paso de solutos y conformar las
NPP (Gilson et al., 2017) (figura 2). El inicio se da
en el reticulo endopldsmico (RE), demostrado con el
inhibidor de transporte Brefeldin A, el cual impidié
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el transporte de vesiculas entre el RE y el aparato de
Golgi, quedando retenidas las proteinas marcadas en
el RE (Gilson et al., 2017). Debido a que esta ruta
es utilizada para gran variedad de proteinas, éstas
deben diferenciarse al momento de su empaqueta-
miento y distribucién, por lo que requieren de un mo-
tivo de localizacién denominado PEXEL (elemento
de exportacién de Plasmodium); este motivo permite
al parésito realizar una distincién de la finalidad de
las proteinas. PExEL consta de cinco residuos de
aminodcidos RxLxE (x es cualquier aminoécido no
cargado) y se ubica cerca del extremo N de la carga
a exportar, el cual es sintetizado con anterioridad
(Gilson et al., 2017). Luego de que el motivo PEXEL
es agregado a la carga, éste se empaqueta en vesiculas
y pasa directamente a la PVM, donde se encuentra
un complejo encargado del transporte desde la PV
hacia el eritrocito, denominado PTEX (translocén
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de exportacion de proteinas de Plasmodium), el cual
reconoce dicha secuencia de aminoacidos y permite
el paso de la proteina (Elsworth et al., 2014). Frente
al descubrimiento de las NPP, diversos autores han
investigado el cambio en las proteinas de los eritroci-
tos, indagando a fondo si son éstas las que aumentan
su actividad o si se mantienen inactivas o no tienen
implicacién alguna frente al excesivo incremento del
ingreso de solutos.

NPP y su relacion con el transporte de iones

Dada la necesidad de comprender el mecanismo
exacto por el cual el parasito induce un aumento
en la permeabilidad del eritrocito, se han realizado
estudios basados en técnicas fluorescentes y técnicas
electrofisioldgicas como el Patch-clamp, que permite
cuantificar el ingreso y egreso de iones de algunos

Plasmepsina V

?& Proteina

’ -
N7 Motivo PEXEL (RxLXE)

Fragmento "xE"

! PTEX

Figura 2. Modelo de exportacion de proteinas. Inicia en el Reticulo Endoplasmico (RE), en el cual un motivo
denominado PEXEL que consiste en una serie de aminoacidos RxLxE (donde x es cualquier aminoacido no
cargado), se une al extremo N terminal de la proteina. Con este marcaje, la Plasmepsina V lo reconoce y
escinde el motivo, liberando los aminoacidos RxL, dejando la proteina con el fragmento xE. Posteriormente,
se empaqueta en vesiculas y sale hacia la membrana de la vacuola parasitéfora (PVM), en donde un complejo
proteico denominado PTEX reconoce la secuencia y permite el paso de la proteina hacia el citoplasma del

eritrocito. Fuente: elaboracion de los autores.
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canales en particular. Ginsburg et al. (1983) asi como
Kirk (2001) proporcionaron informacién importante
sobre la naturaleza de las NPP, mediante estudios
realizados con mediciones de flujo y hemolisis; estos
trabajos determinaron que las NPP constan de un
canal aniénico de alta conductancia y de poca selec-
tividad, que permite el ingreso de distintos iones or-
génicos e inorgdnicos. A partir de este hallazgo, se de-
nomino a este canal como PSAC ( Plasmodial Surface
Anion Channel) (Thomas y Lew, 2004; Zipprer et
al., 2014). También se ha estudiado el papel de otros
canales de conductancia, como los ORC (OQutwardly
rectifying intermediate conductance anion channel),
los cuales pueden presentar una funcién reguladora
de volumen, aunque sélo en presencia de albimina
sérica y se cree es fundamental en el desarrollo del
parasito (Huber et al., 2008).

Para comprobar la existencia de PSAC, se han rea-
lizado mediciones cuantitativas del flujo de iones en
glébulos rojos parasitados, mediante un inhibidor de
PSAC, la furosemida, (Alkhalil et al., 2004). Alkhalil
et al. (2004) confirmaron, mediante Patch-clamp, la
dependencia de voltaje del ingreso de C1~ a PSAC,
asi como al lactato y sorbitol, lo que reafirma que
las NPP estan dadas por un solo canal permeable
a distintos solutos. Se han analizado las evidencias
propuestas sobre las NPP y se desarrollé un estudio
sobre el papel de la fosforilaciéon sobre los canales
aniénicos durante la infeccion por P. falciparum;
debido a la hipétesis de que el parasito es capaz de
inducir la activacién de distintos canales inactivos
en el eritrocito mediante dos mecanismos, los cuales
incluyen el estrés oxidativo y la fosforilacién (Merckx
et al., 2008), se evalud la actividad de las vias de
senalizacion dependientes de APMec, por lo tanto se
tomé la proteina quinasa A (PKA), la cual es un
componente fundamental en dicha via, para exami-
nar su influencia en la activacién del canal. PKA
regula la exocitosis de los organulos de Plasmodium
mediante una via de senalizacion dependiente de
AMPc, ademés del ingreso excesivo de Ca™™, esta
via se ve activada y aumenta atin mas la cantidad de
ingreso de Ca™ requerido para la exocitosis de com-
ponentes del patégeno (Merckx et al., 2008). De igual
manera, la adicién de PKA y ATP en glébulos rojos
no infectados indujo una corriente en la membrana
que era similar a los eritrocitos infectados, sugiriendo
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también un mecanismo de regulacién positiva que
involucra la fosforilacién (Decherf et al., 2004). Un
estudio realizado por Zipprer et al. (2014), confirmé
que el aumento de la entrada de Ca™™ es dado por
unas nuevas vias impuestas por el pardsito, evaluan-
do con compuestos fluorescentes como el Fluo-8, la
cantidad de Ca™™ en células infectadas y células
no infectadas, encontrando una gran diferencia entre
ambas células. Por medio de analisis de citometria
de flujo, se determiné que unas subpoblaciones de
glébulos rojos inducen una permeabilidad frente al
Ca™™ cuando se someten a estrés mecénico, lo que
es caracteristico de canales mecanosensibles y que
puede contribuir a la proteccién contra la malaria
al evitar la maduracién del parésito dentro del eri-
trocito (Brain et al., 2004). Asi mismo sucede con
diversos canales pertenecientes a eritrocitos de perro,
en donde son activados por estimulaciéon de contrac-
cién y acidificaciéon (Dunham, 2004); seria prudente
evaluar estos mecanismos en glébulos rojos humanos
infectados y no infectados.

Debido a que el KT juega un papel importante
en la regulacién electroquimica y de osmolaridad
en las células, se evalué el estado de los canales
transportadores de K en eritrocitos infectados con
P. falciparum y su relaciéon con las NPP. Para ello,
Waller et al., identificaron dos genes del parésito y su
localizacién durante la infeccién, PfK1 y PfK2. Los
autores hipotetizan que el gen PfK1 codifica para
una proteina con funcién putativa de canal que es
exportada hacia la membrana eritrocitaria para el
influjo de K™ (Waller et al., 2008). Para PfK2 se
encontrd que estd en mayor proporcion en merozoitos
y en estadios tardios del parésito, tales como esqui-
zontes; lo que sugiere que PfK2 requiere un mayor
tiempo para su expresién, y también se plantea la
hipétesis de que PfK2 es un canal exclusivo para
el merozoito. Estos procesos de ingreso de K+ son
desencadenados por la entrada excesiva de Ca™™, por
lo que es necesaria la transcripcién de genes para el
mantenimiento del potencial de membrana (Waller
et al., 2008). Kucherenko et al. (2012) analizaron
el papel en el incremento de la permeabilidad de
la membrana eritrocitaria, evaluando una proteina
encargada del paso de distintos solutos y la cual se
activa mediante el incremento de AMPc, como lo es
la Acuaporina 9 (AQP9). Para evaluar la actividad
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y su relacién con el intercambio iénico, se tuvieron
dos tipos de ratones, uno silvestre (wild type) que
contenia los genes para la AQP9 (aqp9+/+) y otro
genéticamente modificado que carecia de genes ne-
cesarios para la codificacién de la AQP9 (aqp-/-).
Usando la técnica de patch-clamp hicieron medicio-
nes en distintas soluciones isoténicas para identificar
la diferencia de permeabilidades a los distintos iones
y encontraron que K™ era el de mayor influjo, seguido
por el Na*t y por tltimo el Ca™™. En cuanto a los
ratones deficientes de la proteina, éstos presentaron
menor ingreso en todos los iones comparado con
los wild type. Por lo tanto, los parasitos P. berghei
que infectan ratones genéticamente mutados para
la AQP9, presentan baja parasitemia comparados
con los ratones infectados, pero con presencia de
la proteina; esto debido a que los niveles de Na*
y Ca™" necesarios para el crecimiento del patégeno
intracelular son més bajos (Kucherenko et al., 2012).

Transporte de aminoacidos mediados por las NPP

Como se mencioné antes, P. falciparum digiere la
hemoglobina (Hb) presente en los eritrocitos, apro-
vechando los aminoacidos alli presentes para la sin-
tesis de sus proteinas y secretando un porcentaje
de esos aminodacidos al medio exterior. La isoleucina
es un aminodcido esencial para la supervivencia del
parasito y la Hb adulta no la posee, por lo que es
necesario adquirirla del medio extracelular (Cobbold
et al., 2010). Kirk y colegas analizaron la tasa de per-
meabilidad a la isoleucina en eritrocitos infectados
y encontraron en estos eritrocitos que la tasa inicial
aumentd hasta 5 veces comparando con eritrocitos
no infectados en condiciones iguales (Martin y Kirk,
2007). El transporte de la isoleucina en eritrocitos
sanos es mediado por la via del sistema L, siendo
evaluada su implicacion frente al incremento en el
ingreso del aminodcido en glébulos rojos parasitados;
para ello utilizaron dos inhibidores, el BCH (inhibitor
2-aminobicyclo- heptane-2-carbozylic acid) el cual es
un inhibidor del sistema L y la furosemida, que se
sabe es un inhibidor parcial de las NPP (inhibiendo
el transporte de cloro) (Lépez y Segura, 2008). El
BCH redujo notablemente el ingreso del aminoacido
en células rojas sanas hasta en un 80 %, en cuanto
a los eritrocitos infectados no tuvo un mayor efecto
en la reduccién del influjo de la isoleucina (Martin
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y Kirk, 2007). Frente al inhibidor furosemida, los
eritrocitos sanos no presentaron cambio alguno, en
comparaciéon con los infectados que tuvieron una
reduccién del 80 % en el influjo del aminoédcido (Mar-
tin y Kirk, 2007). De acuerdo con los resultados
obtenidos con la isoleucina, se decidié evaluar el
incremento en la permeabilidad frente a la metionina
y el rol de las NPP en este aumento. La metionina es
otro aminoacido esencial para el parasito, y también
comparte el sistema L del eritrocito. De acuerdo con
los resultados obtenidos, la permeabilidad y el influjo
del aminoécido incrementé drasticamente en células
rojas parasitadas comparado con las no parasitadas.
Evaluando también el sistema L endégeno y las NPP,
se utilizaron los dos mismos inhibidores utilizados
con la isoleucina, el BCH (para el sistema L) y la
furosemida (para las NPP); encontrando resultados
similares a los obtenidos con la isoleucina, confirman-
do inhibicién del 95 % de ingreso de metionina en
eritrocitos no infectados y poca eficacia contra los
infectados; asi mismo, la furosemida inhibié en un
90 % la captacién de metionina en células infectadas
y no hubo inhibicién alguna en no infectados. Esto
confirma la presencia de las NPP y su importancia
en el transporte de distintos aminoacidos de impor-
tancia para Plasmodium (Cobbold et al., 2010).

Transporte de otras moléculas a través de las NPP

Las nuevas vias inducidas por el parasito generan un
microentorno favorable para el parasito, regulando la
entrada e incluso favoreciendo la salida de productos
de desecho, tal como el acido lactico. Estudios reali-
zados han dado a conocer que el influjo de monosa-
caridos aumenta en gran medida frente a la invasién
de los eritrocitos, evidenciando incrementos en la
entrada y consumo de glucosa mucho mayores que en
eritrocitos no infectados, presentdndose un consumo
de hasta 100 veces mayor (Kirk y Saliba, 2007). La
membrana del eritrocito posee un mecanismo para el
transporte de glucosa mediado por el GLUT1, el cual
es utilizado por el pardsito en mayor medida para el
ingreso de la glucosa. Para evaluar el rol de GLUT1
y la relacion con las NPP, se inhibié el mecanismo
endégeno, midiendo los niveles de glucosa mediante
las nuevas rutas de permeabilidad, hallando que la
via de las NPP ingresa menos glucosa que la mediada
por el GLUT1 del eritrocito, por lo que este trans-
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portador es fundamental para la supervivencia del
parasito (Kirk y Saliba, 2007). El sorbitol también
presenta un fenémeno similar, evidenciandose con
un alto ingreso a las células parasitadas, teniendo
una permeabilidad aproximadamente 10 veces ma-
yor que las células no parasitadas (Staines et al.,
2006). Para medir la velocidad de penetracién del
sorbitol, se indujo una hemolisis isosmoética en células
normales y células infectadas para una posterior
comparacion; en este experimento se hallé que el
sorbitol ingresa casi el doble de rapido en células
infectadas (Ginsburg et al., 1983). Estos hallazgos,
se evidencian en etapas tardias del parasito, siendo
indetectables durante las primeras horas, correspon-
diente al estadio de anillo y apareciendo en etapas
mas maduras (Ginsburg et al., 1983). Counihan et
al. (2017) evaluaron el efecto que tiene la carencia de
la proteina RHopH2 de Plasmodium, la cual forma
un complejo con la proteina RHopH1 (una protei-
na involucrada con la actividad de las NPP), con
el transporte del sorbitol; evidenciando reducciones
en muchos aspectos del desarrollo parasitario, tales
como las transiciones de etapas y el niimero reducido
de merozoitos por esquizonte, ademas de la privacién
en la captacion de diversos nutrientes en las NPP;
esto se dedujo debido a que los parésitos carentes
de la RHopH2 tenfan una reduccién significativa en
la lisis por sorbitol. Un estudio realizado en 2004,
mediante hemdlisis isosmotica, permitié definir la
permeabilidad a distintos azucares durante la inva-
sion del eritrocito y se encontrd que el sorbitol es el
més permeable, siguiéndole el manitol y por tdltimo
la sacarosa (Duranton et al., 2004). Comparando la
permeabilidad frente a la taurina y el sorbitol en dos
especies de Plasmodium: P. falciparum y P. gallina-
ceum (en pollos), se encontré que el primero es més
sensible a los inhibidores furosemida y NPPB que
P. gallinaceum; hallando también una preferencia de
P. falciparum frente a la taurina sobre el sorbitol,
siendo lo contrario para P. gallinaceum (Staines et
al., 2001).

Ademas de la cantidad de solutos descritos anterior-
mente, también se le ha otorgado la responsabilidad
del transporte de otras moléculas como las vitaminas
y precursores de fosfolipidos. El acido pantoténico
(vitamina B5) o en condiciones fisiolégicas como pan-
totenato, cumple diversas funciones en el parasito,
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una de ellas funcionando como cofactor de la coenzi-
ma A (CoA), por lo que el pardsito lo requiere para
su desarrollo (Kirk y Saliba, 2007). El pantotenato
ingresa de una forma nula o muy lenta por mem-
brana eritrocitaria, por lo que el parasito se ayuda
a través de la implementacién de las NPP (Kirk y
Saliba, 2007). En cuanto a la colina, se ha descubierto
que posee una permeabilidad aproximadamente 100
veces mayor que la del sorbitol (Staines et al., 2006).
Este nutriente es esencial para el pardsito porque
permite la formacién de fosfolipidos como la fosfa-
tidilcolina para el cambio en la composicién lipidica
en la membrana eritrocitaria. In vitro, se muestra un
incremento en la afluencia de colina en eritrocitos
infectados con P. falciparum, especulando que las
concentraciones fisiolégicas de la colina son media-
das por transportadores endégenos mejorados (en
aproximadamente 2/3) y por medio de las NPP (en
1/3) (Kirk y Saliba, 2007). Se ha descubierto que las
NPP posen dos conductancias anidnicas, una hacia
el interior y otra hacia el exterior. La conductancia
hacia el exterior se le ha atribuido a la participacién
en el transporte de aminodcidos, osmolitos organicos
y de productos de desecho, como el lactato (Duranton
et al., 2004).

Rol del CLAG3 en la permeabilidad

Hasta el momento se desconoce la participacion de la
proteina CLAG3 en las NPP (Counihan et al., 2017),
por lo que se expondran algunos descubrimientos e
hipétesis frente su posible rol. En 2011, se descubrié
la participacién de los genes clag, mediante unas
mutaciones puntuales, y otorgandole a la proteina
CLAGS3 una interaccién con una o més proteinas que
contribufan a la formacién de PSAC (Nguitragool et
al., 2011). Sumado a esto se le otorgd un consistente
papel de dos genes de clag3 al transporte mediado
por PSAC (Bowlin et al., 2012). Un estudio reciente
apoya la participaciéon de la proteina CLAG3 en la
formaciéon de PSAC; debido a que esta es integral
en la membrana eritrocitaria y posee motivos an-
fipdticos, y también forma complejos con RhopH2
y RhopH3 (High molecular mass protein complex
in the rhoptries), contribuyendo a la formacién de
poros, teniendo asi una accién como modulador de
la captacion de solutos (Gupta et al., 2018). Aunque
se conoce la participaciéon de RhopH2 y RhopH3 en
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la formaciéon de PSAC, atn se no dilucida su fun-
cién concreta, pudiendo actuar como formadora de
complejos con CLAG3 o en el transporte de CLAG3,
actuando como chaperonas (Zainabadi, 2016). Zaina-
badi (2016) descubrié tres complejos que implicaban
a CLAGS3, de tamanos variables (480 kDa, 620 kDa
y 700 kDa), en los que se especula que son formados
por varias proteinas CLAG3 y las RhopH2/3. Si bien
se asegura la contribucién de CLAG3 en las NPP, atin
se desconoce su mecanismo exacto y la participacién
de otras proteinas en la formacién de los complejos.

Compuestos inhibidores de las NPP

La presencia de las NPP atrajo la atencion de varios
investigadores como un posible blanco terapéutico,
lo que conllevé a la realizacién de diversos estudios
en donde se evalué la actividad de compuestos y
su viabilidad como futuros farmacos. Hasta el mo-
mento se han caracterizado una gran cantidad de
compuestos y su posible mecanismo de accion en las
nuevas rutas de permeabilidad, entre los més cono-
cidos y usados, se encuentra la furosemida (Alkhalil
et al., 2004; Dickerman et al., 2016) y el 5-nitro-2-3-
fenilpropilaminobenzoico (NPPB) (Dickerman et al.,
2016; Lisk et al., 2006; Gilson et al., 2016). Estudios
que han intentado descifrar el mecanismo de accién
preciso de la furosemida proponen que éste inhibe a
PSAC ingresando al poro y tapondndolo; aunque por
medio de un experimento en el cual se median las
distribuciones de tiempo en el cual el poro de PSAC
se mantenia cerrado, se hallé que no habia un cambio
significativo en presencia o ausencia del inhibidor,
generando como conclusion que la furosemida pue-
de actuar como un inhibidor alostérico (Alkhalil et
al., 2004). En cuanto a NPPB no se ha asociado a
un mecanismo especifico que describa la manera en
como inhibe el transporte de diversos solutos a través
de las NPP.

Debido a que los inhibidores existentes hacia PSAC
son altamente inespecificos, éstos pueden afectar e
inhibir canales propios (Lisk et al., 2006). Ante esto
se ha buscado un compuesto que inhiba el transporte
mediado por PSAC y que no posea efectos negativos.
Al Dantroleno, que es un relajante muscular que
inhibe la liberacién de Ca*™ en el RE, se le evalué su
eficacia y su mecanismo de accién relacionado con la
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inhibicion de las NPP en P. falciparum, encontrando
que éste produce una disminucion en la lisis inducida
por sorbitol, atribuyéndole también una inhibicién
de la permeabilidad frente a distintas moléculas. En
cuanto a su mecanismo de accion, se explica que
éste posee una interaccién con la cara extracelular
de PSAC, lo cual influye directamente en la apertura
del canal (Lisk et al., 2006). Compuestos biotini-
zados (Sulfo-NHS-biotin) que son permeables en el
eritrocito después de la invasion del parasito, tienen
la capacidad de bloquear irreversiblemente las vias,
produciendo una reduccion en el desarrollo de los
parasitos (Baumeister et al., 2003). La longitud de las
cadenas de carbono en los inhibidores de Sulfo-NHS y
Sulfo-NHS-biotin tiene una implicacién en el bloqueo
del canal, encontrandose que entre mas largo sea el
brazo, mas reduce el ingreso de los solutos por medio
de esta via (Cohn et al., 2003). La biotinizacién se ha
reportado como inhibidor en otros transportadores,
como el PfENT1, para el cual el MTS-etil-amonio-
biotina tiene capacidad inhibitoria (Nishtala et al.,
2018).

Muchos compuestos se han evaluado para determinar
su potencial como antimalarico e inhibidor de las
nuevas rutas de permeabilidad. A distintos derivados
del acido cindmico se les evalué su actividad en
el crecimiento del parasito, encontrando que todos
son potentes inhibidores en la captacion de sorbitol,
teniendo al UK-5099 como el més potente, con una
concentracién inhibitoria 50 (ICs0) de 0.052 mM con-
tra estadios inmaduros (Kanaani y Ginsburg, 1991).
Un estudio realizado por Dickerman y colaboradores,
demostré que dos compuestos extraidos de la Malaria
Box (MMV007571 y MMV020439) poseen una buena
actividad contra P. falciparum, evidenciandose con
un ICsp de 367 nM para MMVO007571 y 222 nM
para MMV020439, inhibiendo las NPP y la enzima
DHODH, siendo unos potenciales inhibidores (Dic-
kerman et al., 2016). La Deferoxamina (DFO) posee
actividad antimalarica tanto in wvitro como in vivo,
para lo que se propuso generar un compuesto hibrido
entre la DFO y el metil antranilato (MA) y comparar
la actividad entre ambos compuestos; hallando que
el compuesto hibrido, MA-DFO, es mucho mas eficaz
que el DFO, con un IC5p de 3 +1 uM y 30 + 8 uM,
respectivamente; teniendo una mayor velocidad de
accién IC59 10 veces menor y actividad en etapas
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maduras y tempranas (Loyevsky et al., 1993). Otros
compuestos como la bafilomicina A1 y el protonéforo
FCCP redujeron el transporte de colina, alcanzando
a reducir el ingreso de dicho soluto hasta en un 50 %
(Biagini et al., 2004). Teniendo un efecto similar con
el transporte de colina se encuentra la NEM (N-
etilmaleimida) (Philippot et al., 1991). Staines et al.
(2004) evaluaron el efecto de la Mefloquina sobre las
NPP, encontrando resultados nulos. Los autores con-
cluyeron que este farmaco no tiene actividad sobre el
transporte de nutrientes en el parésito.

Las diaminidas poseen un potencial de inhibicién
en los glébulos rojos parasitados, exhibiendo una
actividad antimaldrica 4n wvitro importante contra
distintas cepas, con un ICsq de 66 mM contra P.
falciparum K1. La pentamidina, tiene una rapida
captaciéon mediada posiblemente por las nuevas vias
de permeabilidad, ya que la captacién de este so-
luto se inhibe por la furosemida. Otro mecanismo
propuesto para este compuesto es su accion sobre la
ferriprotoporfina IX (FPIX), inhibiendo la formacién
de hemozoina y formacién de complejos téxicos para
el parasito (Bray et al., 2001).

Los arilaminobenzoatos como el NPPB, son una
fuente de compuestos que pueden ser ttiles para la
fabricacién de nuevos farmacos contra la malaria. Pa-
ra evaluar el efecto de diversos arilaminobenzoatos,
se midio6 su capacidad de inhibicién del transporte de
distintos solutos en P. falciparum, hallando cuatro
compuestos (NPPB, NPBB, MENB y NDPB) alta-
mente potentes contra el transporte de colina, timi-
dina y lactato (Kirk y Horner, 1995). NDPB mostré
poco efecto en proteinas implicadas en el transporte
de CI™ en el rinén y tampoco se evidencid efecto en
la proteina banda 3 del eritrocito. Sumado a esto,
muchos de los compuestos actualmente utilizados
para la inhibiciéon de las NPP, pierden o disminuyen
su efecto en presencia de suero (Lisk et al., 2006),
pero NDPB demostré que, aunque no es el inhibidor
mas potente, no se ve afectado en presencia de suero,
por lo que promete ser un compuesto 1til y merece
un estudio més a fondo (Kirk y Horner, 1995).

Otro blanco terapéutico que estd directamente im-
plicado en la formaciéon de las nuevas rutas de per-
meabilidad es la Plasmepsina V, la cual tiene una
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funcién clave en la escisién de proteinas con destino
hacia la membrana eritrocitaria, como sucede con el
motivo PEXEL en el RE (Boddey et al., 2013). Exis-
ten unos compuestos peptidomiméticos que pueden
inhibir potentemente la Plasmepsina V, bloqueando
asi la exportacién de las proteinas y posteriormente
disminuyendo el crecimiento del parasito. La mayoria
de estos peptidomiméticos poseen una Arg en la posi-
cién P3, lo que indica la importancia del aminoéacido
para la actividad; la evaluacién de diversos compues-
tos sintéticos en donde existe otra molécula en la
posicién P3, permitié encontrar que la Caravanina es
un reemplazo ideal para la Arg, teniendo un potente
efecto contra la Plasmepsina V (Gazdik et al., 2016).

Nuevas consideraciones

Atn falta mucho por comprender acerca de las NPP
y de farmacos que puedan ser utiles para el trata-
miento de la malaria, en especial que actien frente
a este blanco. Es necesario considerar y tener en
cuenta estudios previos de inhibidores sobre canales
en otras células que puedan servir como punto de
partida para encontrar un farmaco potencial contra
el Plasmodium; como el Bretilio, un antiarritmico
que funciona sobre la bomba de Na™, comportandose
como K™ e inhibiendo la bomba, quedando atrapado
en la conformacién E2 P/ catién (Helms et al., 2004);
por lo que seria un indicio para sustancias derivadas
de éste y con posible accién sobre PSAC. Asi mismo,
indagar mas sobre las proteinas y genes implicados en
todo el proceso de las NPP, como la inhibicién de la
Plasmepsina V, que al caracterizarse bien la posicién
de sus aminodcidos esenciales, tal como la Arg en
P3, puede ser un gran indicio para nuevas clases
de inhibidores (Taglialatela et al., 2015). Ademas,
seria valioso realizar una comparacién de exportomas
entre especies de Plasmodium y otros parasitos per-
tenecientes al Filo Apicomplexa, tal como Babesia o
Toxoplasma, lo que permitiria identificar las diferen-
cias en las proteinas implicadas en el transporte y su
posible origen (Baumeister et al., 2015).

En conclusion, las nuevas rutas de permeabilidad son
un blanco terapéutico valioso, debido a la impor-
tante participacién en el influjo/eflujo de una gran
cantidad de solutos necesarios para el desarrollo y
supervivencia del pardsito. Se han hecho avances
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significativos frente a la caracterizacion y funciones,
pero atin quedan muchos vacios en torno a los genes
y proteinas involucradas, lo cual genera preguntas
que aporten al conocimiento y al descubrimiento de
nuevos compuestos eficaces y selectivos frente a las
NPP de P. falciparum, por ejemplo: ;Cudl es la
similitud quimica y molecular entre los compuestos
que bloquean estas rutas? ;Qué proteinas aun no
se han identificado dentro de este complejo? ;Cual
seria la bioactividad de compuestos derivados de
microorganismos o plantas frente a las NPP? ; Como
funcionan estas vias en las diferentes especies de
Plasmodium?
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