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RESUMEN

Actualmente, existe una necesidad sentida para el desarrollo de nuevos farmacos
antimaldricos o de compuestos conocidos dirigidos contra blancos terapéuticos
diferentes a los afectados por los medicamentos usuales. Son diversos los blancos que
pueden ser aprovechados en Plasmodium, y la alteracién de pardmetros fisioldgicos
como el pH y el transporte de solutos pueden explicar la muerte del pardsito cuando
se usan compuestos antiplasmodiales, lo que representa una opcién para el desarro-
llo de nuevas alternativas antiparasitarias. El propdsito de esta revisién es por tanto,
proporcionar una visién general de los efectos causados por esteroides, discutiendo
el caso especifico de los esteroides antiplasmodiales aislados de Solanum nudum y revi-
sar dos procesos fisiolégicos importantes en el pardsito como posibles blancos tera-
péuticos, la modificacién de permeabilidad del eritrocito infectado y el mantenimiento
del pH intracelular de Plasmodium.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, antimaldricos, membranas biolégicas, pH
citoplasmatico.

ABSTRACT

In malaria, attention has been posed to search or develop new antimalarial drugs or
their modifications against different therapeutic targets in P. falciparum. Therapeutic
targets such physiological parameters and solute transport have been proposed to kill
the parasite and they represent an option for development of new drugs. We present
a review on the effects of steroids, in particular the antiplasmodial steroids isolated
from Solanum nudum, stressing two physiological Plasmodium processes such as the new
permeability pathways on the infected red blood cells and the cytosolic pH regulation.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad causada por pardsitos del género Plasmodium, con
cuatro especies que infectan al hombre: Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum,
Plasmodium ovale y Plasmodium malariae. El parasito tiene un ciclo de vida complejo que
involucra el desarrollo de la fase sexual en un mosquito vector del género Anopheles; y
la fase asexual que ocurre en el humano, inicialmente en el higado y luego en sangre
periférica. Los pardsitos en circulacién invaden los glébulos rojos iniciando la fase
eritrocitica asexual o se diferencian en gametocitos, forma infectante para la hembra
de Anopheles (Bannister y Mitchell, 2003). La malaria constituye un problema de salud
publica en varias regiones del mundo, con un reporte anual de 300 millones de
enfermosy 1 a 2 millones de muertes; en América se presentan cerca de 1.14 millones
de enfermos (OPS/OMS, 2001) y en Colombia al afio se reportan mas de 100.000
casos de los cuales casi 40% son causados por P. falciparum (Minprotecciénsocial,
2004). Sumado al alto niimero de casos, se reporta un incremento en las fallas tera-
péuticas in vivo y la resistencia in vitro de P. falciparum a los antimaldricos usados actual-
mente, como cloroquina (CQ), amodiaquina (AQ), quinina (Q), mefloquina (MQ) y
sulfadoxina/pirimetamina (SDXP), con extensién a regiones donde antes no se pre-
sentaba (Carmona et al., 2006). Por esto, en la actualidad es necesario el desarrollo
de nuevos productos farmacolégicos con actividad antimaldrica, ya sean analogos
sintéticos de los ya existentes o compuestos aislados de plantas medicinales.

Las plantas usadas por la medicina tradicional para el tratamiento de la malaria
constituyen una fuente para la produccién de nuevos compuestos antimaldricos
(Caniato y Puricelli, 2003), ya que existen antecedentes del aislamiento de compues-
tos activos altamente efectivos contra P. falciparum como la quinina, un alcaloide aisla-
do en 1820 de la planta Cinchona spp. (Rubiaceae; O’Neill et al., 1998; Tilley et al.,
2001). También esta la artemisinina o quinghaosu, un antimalarico de tipo sesqui-
terpeno lactona altamente efectivo en malaria complicada, que se aislé de la planta
Artemisia annua (Compositae), usada por la medicina tradicional china por mas de
2.000 afios para el tratamiento de la fiebre (Haynes y Krishna, 2004). De ambos com-
puestos se han derivado andlogos semisintéticos que son usados actualmente para el
tratamiento de la malaria (WHO, 2001). Igualmente, se han reportado compuestos
antimaldricos con una naturaleza quimica heterogénea, que pueden actuar en diver-
sos blancos terapéuticos del parasito. El propdsito de esta revisién es ofrecer una
visién general de los efectos causados por esteroides, discutiendo el caso especifico
de los esteroides antiplasmodiales aislados de Solanum nudum y revisar dos procesos
fisiolédgicos importantes en el pardsito como posibles blancos terapéuticos, la
modificacién de la permeabilidad del eritrocito infectado y el mantenimiento del
pH intracelular en Plasmodium.

GENERALIDADES DE ESTEROIDES

Los esteroides forman un grupo importante de compuestos hidrocarbonados
basados en una estructura ciclica conocida como ciclopentanoperhidrofenantreno o
esterano (Fig. 1A) y son clasificados como triterpenos modificados derivados del es-
qualeno. El nticleo esteroidal tiene generalmente grupos metilo en las posiciones C10
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y C13, ademas algunos pueden tener una cadena lateral alquilo en el C17 (Fig. 1B).
Por tanto, un amplio niimero de moléculas hacen parte del grupo de los esteroides,
entre ellos los esteroles (colesterol, fitoesteroles y ergosterol); las saponinas este-
roidales y triterpenoides (formadas por un esqueleto aglicano conocido como sapo-
genina al cual se une un azdcar); los alcaloides esteroidales o glicoalcaloides, que
incluyen un d4tomo de nitrégeno en la estructura ciclica o en las cadenas laterales; el
grupo de las hormonas esteroideas, dividido en hormonas sexuales (estrégenos, pro-
gesterona y andrégenos), y en corticosteroides (cortisona y aldosterona). Adicional-
mente se encuentran otros grupos de compuestos esteroidales como brassinoste-
roides, bufadienolidas, cardenolidas, ecdisteroides y los withasteroides.

Los compuestos esteroidales, en general, pueden presentar un amplio rango de efec-
tos biolégicos importantes en diferentes modelos celulares dadas sus caracteristicas
anfipdticas, efectos que van desde la insercién en la bicapa lipidica (efectos no ge-
némicos) hasta efectos intracelulares (genémicos), actuando sobre una variedad de
vias metabdlicas importantes para la célula, lo que hace que estas moléculas tengan
potencial quimioterapéutico, actividad que se ha evaluado en células tumorales y en
protozoos como Tripanosomatidos y en Apicomplexa.
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Figura 1. Estructura base de los esteroides: ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano.

ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA DE ESTEROIDES

Se ha reportado la actividad in vitro contra P. falciparum de andlogos del colesterol
(aislados de plantas y sintéticos) como lupeol, 4cido betulinico y compuestos
relacionados (Ziegler et al., 2002; Ziegler et al., 2004). La actividad antiparasitaria de
este grupo de compuestos incluye, entre otros, alcaloides esteroidales aislados de la
familia Solanaceae como o-tomatina, a-solanina, a-solamargina activos contra
Trypanosoma cruzi (Kayser et al., 2003), que alteran la morfologia de la mitocondria y
glicosomas (Chataing et al., 1998). Las saponinas triterpenoides, glinosidas A y B,
aisladas de Glinus oppositifolius activas contra P. falciparum (Traore et al., 2000). Las
withanolidas aisladas de Dunalia brachyacantha y Physalis angulata (Solanaceae), activas
contra T. cruzi y Leishmania (Bravo et al., 2001; Nagafuji et al., 2004). Los azaesteroles,
22,26- azaesterol y 24,25-(R,S)-epiminolanosterol, actian contra Toxopasma gondii,
Leishmania spp. y T. cruzi (Dantas-Leite et al., 2004; Lorente et al., 2004), mediante la
inhibicién de sintesis de ergosterol por accién en la enzima A24(25)-esterol
metiltransferasa (24-SMT), ademds alteran significativamente la ultraestructura de
estos pardsitos principalmente membrana plasmatica y mitocondria.
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En el grupo de hormonas adrenales (corticosteroides) y compuestos andlogos, se
encuentran la 16-a-bromoepiandrosterona y dehidroepiandrosterona (DHEA),
activas contra cepas Cloroquina (CQ) y Mefloquina (MQ) resistentes de P. falciparum
y P. berghei (Freilich et al., 2000), posiblemente acttian por tres vias: por la estimu-
lacién de fagocitosis de eritrocitos parasitados con anillos de P. falciparum que expo-
nen fosfatidilserina (PS; Ayi et al., 2002), por la inhibicién de la actividad enzimatica
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) y la disminucién de glutatién reducido
(GSH) en el parésito (Safeukui et al., 2004).

Se ha reportado que hormonas adrenales pueden afectar el crecimiento y desarrollo
de P. falciparum, el tratamiento con cortisol aumenta el ndmero y tamafio de los
gametocitos (Maswoswe et al., 1985) mientras que la 16-a-androsterona inhibe el cre-
cimiento del parésito (Freilich et al., 2000). Igualmente hormonas sexuales como es-
tradiol, progesterona y testosterona aumentan el nimero de gametocitos in vitro de P.
falciparum (Lingnau et al.,, 1993). Ademas como se discutird mas adelante, en nuestro
grupo se han aislado varios compuestos esteroidales de la planta Solanum nudum, que
tienen actividad contra Plasmodium sp. (Saez et al., 1998; Blair et al., 2001; Echeverri et
al., 2001; Pabdn et al., 2002; Blair y Madrigal, 2005; Arango et al., 2006; Londono et dl.,
2006) y T. cruzi (Pabén et al., observaciones no publicadas).

ESTUDIOS CON ESTEROIDES DE Solanum nudum

En el Grupo Malaria de la Universidad de Antioquia se ha trabajado desde 1990 en la
bidsqueda de nuevos antimaldricos a partir de plantas utilizadas por la medicina
tradicional en Colombia. El grupo ha identificado y aislado seis nuevos compuestos
esteroidales de la planta Solanum nudum Dunal de la familia Solanaceae, conocida
como “zapata”, la cual es utilizada para el tratamiento de enfermedades febriles por
los curanderos del municipio de Tumaco (Colombia; Sdez et al., 1998; Blair et al.,
2001; Blair y Madrigal, 2005).

De los compuestos aislados (Fig. 2), cuatro son del tipo coleste-4-ene-3,22-dionas,
estructura quimica similar a la progesterona, denominados tumacona A (SNT)
(CxH.Os), tumacona B (SN2) (C,H,0,), tumacosida A (SN3) (Cy;HsO40) ¥
tumacosida B (SN4) (C;;Hs,0,); una furostenona, denominada tumaquenona (SNS5)
(Cs3Hs,0,), y la diosgenona (C,,H,,O;) (Sdez et al, 1994; Sédez et al, 1998). Los
esteroides de S. nudum son activos in vitro contra la cepa FCB-2 de P. falciparum
resistente a cloroquina, con un porcentaje promedio de inhibicién del crecimiento
hasta de 71%, con valores de IC;, entre 21 y 125,5 pM (Pabdn et al, 2002).
Igualmente, estos esteroides son activos contra formas exoeritrociticas (fase hepatica)
de P. vivax, modelo en el que se encontré que SN2 (47%) y SN4 (39,1%) inhiben el
desarrollo de trofozoitos hepdticos durante 24 horas de cultivo, respectivamente
(Londono et al., 2006). Ratones infectados con P. berghei cepa ANKA tratados con
diosgenona acetilada, SN3 y un extracto acuoso via oral presentaron una disminucién
de la parasitemia en 84%, 62% y 75%, respectivamente (Echeverri et al., 2001). Ade-
mas, SN2 bloquea la esporogonia de P. vivax en Anopheles albimanus, con disminucién
de 90% en la cantidad de mosquitos infectados y de 60% en el promedio de ooquistes
por mosquito (Arango et al., 2006). Recientemente se encontré que los compuestos
de S. nudum son activos contra T. cruzi (Pabon et al., observaciones no publicadas).
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Figura 2. Estructura quimica de los esteroides aislados de Solanum nudum Dunal y de progesterona.
Las estructuras fueron disefiadas usando el programa ChemDraw Ultra versién 9.0 segin lo
reportado por (Sdez et al., 1994; Saez et al., 1998).

Ademas se reportéd que estos no inducen mutagénesis (Pabén et al., 2003),
clastogénesis (Alvarez et al., 2004) ni citotoxicidad en hepatocitos (Londono et dl,
2006) o actividad hemolitica (Lépez, 2005), lo que sugiere que los compuestos
podrian ser seguros y demuestran su potencial como antimaldricos.

Entre los acercamientos para evaluar posibles mecanismos de accién de estos com-
puestos y teniendo en cuenta que previamente se ha reportado la alteracién morfolé-
gica de los eritrocitos normales por antimalaricos analogos de colesterol (Ziegleret al.,
2002; Ziegler et al., 2004), se evalué el efecto de los SNs en la morfologia del eritrocito
y la membrana plasmética como mecanismo de accidén indirecto. Se encontré que tales
compuestos no alteran cualitativamente la asociacién de proteinas como estomatina,
flotilina-1 y flotilina-2/ESA a los microdominios de membrana de eritrocitos normales
y parasitados con P. falciparum (Lépez, 2005; LSpez et al., observaciones no publica-
das). Igualmente, se observé que los compuestos SN2 y diosgenona no alteran la
ultraestructura de eritrocitos normales (Lopez et al., observaciones no publicadas).
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Por otra parte, se encontré que los compuestos de S. nudum pueden afectar la lisis
inducida por sorbitol en los eritrocitos parasitados con P. falciparum. De cinco compues-
tos evaluados, SN2 y SN4 inhibieron este ingreso significativamente (> 80%) y depen-
diente de concentracién, con valores de 1C;, para hemdlisis en sorbitol de 16,18 pM SN2
y 20,9 pM SN4, respectivamente, sugiriendo que posiblemente los compuestos SNs
tienen actividad en las nuevas vias de permeabilidad inducidas por P. falciparum en eri-
trocitos. En contraste, los compuestos SNs no inducen actividad hemolitica en eritroci-
tos no infectados (L6pez, 2005; Lépez et al., observaciones no publicadas). Los resulta-
dos entonces sugieren que la actividad antiplasmodial puede ser explicada en parte por
la inhibicién de mecanismos de transporte inducidos por el paréasito.

INFECCION DEL ERITROCITO POR Plasmodium falciparum:

INDUCCION DE NUEVAS RUTASDE PERMEABILIDAD (NPP)

Se conoce que el eritrocito es esencial para la supervivencia de Plasmodium y la integridad
de su membrana es necesaria para el adecuado crecimiento del pardsito. Como
consecuencia de la invasién del glébulo rojo, se presentan cambios en la composicién
lipidica de la membrana; con disminucién en la cantidad relativa de esfingomielina
(47%) y la relacién colesterol/fosfolipidos (55%). Simultdneamente, Plasmodium exporta
a la membrana eritrocitaria proteinas como PfEMP (proteina de membrana del
eritrocito) que actdian como ligandos de receptores en la membrana endotelial y favo-
recen el secuestro de formas maduras en microcirculacién, evitando la depuracién de
glébulos rojos parasitados en el bazo (Kirk, 2001).

Como consecuencia de la invasién, aumenta la tasa metabdlica del eritrocito
infectado, con cambios en la permeabilidad de la membrana que permiten el ingreso
de solutos necesarios para el desarrollo del parasito, la remocién de productos de
desecho, la regulacién del volumen celular y/o modificacién de la concentracién de
iones en el citosol del eritrocito (Staines et al., 2001). Este aumento en la permeabi-
lidad se ha atribuido a la(s) nueva(s) via(s) de permeabilidad, conocidas como NPPs
(del inglés New permeability pathways), que son inducidas por el parasito en la célula
hospedera (Kirk et al., 1994; Staines et al., 2004b; Thomas y Lew, 2004; Staines et al.,
2005). La naturaleza de NPP es alin objeto de debate y para su caracterizacién se han
empleado diferentes metodologias (Kirk, 2001; Ginsburg y Stein, 2004): el influjo de
solutos radiomarcados o fluorescentes (Kirk et al., 1994), hemdlisis isosmética (Kirk
et al., 1994) y més recientemente mediante técnicas electrofisioldgicas como patch-
clamp aplicadas inicialmente por el grupo de Desai (Desai et al., 1993). Con las dos
primeras técnicas se logré establecer que la permeabilidad del eritrocito infectado
aumenta entre las primeras 12 y 15 horas después que el pardsito invade el glébulo
rojo, es insaturable en presencia de diversos solutos; no es estereoselectivo, pero pre-
senta preferencias para el transporte de aniones principalmente cloro y permite el
paso de solutos de diversa naturaleza quimica hasta de un tamafio de 10-11 A, entre
los que se encuentran monosacaridos (sorbitol, manitol), aminodcidos, nucledsidos,
lactato, dcido pantoténico y amonio cuaternario (Kirk et al, 1994; Staines et al.,
2004b; Thomas y Lew, 2004; Staines et al., 2005).

Los diferentes enfoques realizados por los cuatro grupos que trabajan en la
caracterizaciéon de NPP (Desai et al., 2000; Egee et al., 2002; Huber et al., 2002; Verloo
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etal., 2004), han permitido aclarar que esta ruta se comporta como un canal selectivo
para ClI por lo que se ha denominado canal aniénico de superficie de eritrocito
(PSAC) y se ha propuesto como responsable de una unica via de amplia especificidad
de permeabilidad inducida en la infeccién por Plasmodium. En los eritrocitos infec-
tados también se inducen otras vias dependientes de voltaje como la denominada OR
(outwardly rectifying), que es derivada posiblemente de canales aniénicos endégenos del
eritrocito y que se presenta con la misma frecuencia que PSAC. Los canales tipo OR
tienen una alta permeabilidad relativa para lactato similar a PSAC (Huber et al.,
2005), se ha especulado que OR se origina a partir de PSAC, aunque PSAC y OR difie-
ren en su selectividad sugiriendo que funcionalmente son diferentes. A pesar de estos
esfuerzos aun existe controversia sobre el nimero y tipos de canales que conforman
NPP. Los hallazgos sugieren la participacién de otros canales para iones y osmolitos
orgdnicos; canales de cloro denominados CIC-2, que es activado por cambios en el
volumen celular; y un canal catiénico no selectivo permeable para Ca*. En resumen,
se propone que ademds de los anteriormente mencionados, los factores que contri-
buyen a la induccién de permeabilidad tipo NPP en el eritrocito infectado con P.
falciparum son: la presencia de xenoproteinas codificadas por el parésito que serian las
responsables de la actividad iénica de NPP (Alkhalil et al., 2004); activacién por
fosforilacién de canales endégenos dependientes de proteina kinasa A (PKA), puesto
que se ha observado activacién de la actividad aniénica por PKA e inhibicién por
fosfatasas (Egee etal., 2002); activacién de canales inducidos por lipoperoxidacién de
membranas (Huber et al., 2002); activacién de canales por sefializacién purinérgica,
con estimulaciéon de permeabilidad para aniones y cationes por ATP en eritrocitos
normales oxidados y en infectados por P. falciparum (Tanneur et al., 2006). Hasta el
momento las evidencias sugieren que los canales aniénicos de superficie de eritrocito
(PSAC) pueden ser estimulados por la infeccién por Plasmodium, y que las vias de sefia-
lizacién que los inducen son similares a las presentes en células nucleadas para activar
canales aniénicos y de osmolitos orgdnicos durante la regulacién del volumen celular
(Strange et al., 1996).

Teniendo en cuenta la presencia de NPP en glébulos rojos parasitados y su im-
portancia en el ingreso de nutrientes al parasito, esta via se ha postulado como
blanco terapéutico promisorio (Krishna et al., 2002; Baumeister et al., 2003; Go et al.,
2004; Kang et al., 2005). Existen reportes que indican que compuestos quimicamente
diversos ejercen parcialmente su actividad antiplasmodial por efectos sobre NPP,
algunos de ellos son la furosemida y andlogos (Staines et al., 2004a), 5-nitro-2-(3-
fenilpropilamino) dcido benzoico (NPPB) y derivados (Kirk y Horner, 1995), gli-
benclamida, niflumato (Kirk et al., 1994), biotina (Baumeister et al., 2003), chalconas
(Go etal., 2004) y recientemente dantrolene y sus andlogos (Kang et al., 2005; Lisk et
al., 2006). Sin embargo, ninguno de estos compuestos como ocurre con glibencla-
mida (inhibe ATPasa sensible a K'), furosemida (inhibe el transporte de cloro,
disminuyendo su especificidad en NPP), niflumato o NPPB, inhibe completamente las
corrientes totales de eritrocitos como medida de NPP (Desai et al., 2000) o la hemé-
lisis en sorbitol inducida por el parasito (Huber etal., 2002), posiblemente porque son
inhibidores inespecificos que también afectan otro tipo de canales y transportadores
encontrados en el eritrocito de ahi la importancia de caracterizar mejor la inhibi-
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cién de PSAC como blanco terapéutico y desarrollar compuestos que sean altamente
especificos para el mismo.

Previamente se reporté que PSAC es afectado por el dantrolene, un farmaco de uso
clinico como bloqueador de canales iénicos, y algunos de sus derivados (NPF-1 y NPF-
2; Kangetal., 2005). Estos inhiben la hemdlisis en sorbitol inducida por el parésito y las
corrientes de Cl en eritrocitos parasitados y al parecer son especificos de especie pues
no inhiben canales i6nicos similares en Caenorhabditis elegans ni en Xenopus laevis (Kang et
al., 2005). Estudios con este compuesto indican que alteran la transicién al estado
abierto de PSAC sin afectar el tiempo de apertura del mismo, sugiriendo una inhibicién
por interaccién electrostdtica que es poco especifica con residuos cargados de la cara
extracelular de PSAC que imposibilitan su cambio conformacional (Lisk et al., 2006),
favoreciendo también su uso para estudios de transporte en eritrocitos parasitados.
Actualmente, la utilidad del dantrolene como antimaldrico esta siendo estudiada. Adi-
cional al uso de NPP como blanco terapéutico para varios farmacos también se ha
propuesto que estas nuevas vias de permeabilidad pueden servir como rutas selectivas
para la liberacién de compuestos citotdxicos para el pardsito, dadas las propiedades
dnicas que presenta NPP, tema que ha sido ampliamente revisado (Kirk, 2004;
Staines, 2005). Un ejemplo de ello son los trabajos realizados por Gero et al. quienes
sintetizaron dimeros difosfato dinucledsido (isémero éptico L) conjugados con com-
puestos antiplasmodiales conocidos como 5’-flurouridina que son altamente téxicos
para Plasmodium pero no ingresan a células no infectadas (Gero et al., 2003).

EFECTO DE ESTEROIDES SOBRE MEMBRANAS BIOLOGICAS

Se han propuesto modos de accién diferentes a los efectos nucleares para los
esteroides, entre los que se propone la insercién en las membranas bioldgicas con
alteraciones en la integridad y funcién celular (Warber, 1999; Haines, 2001); inhi-
bicién de transportadores e interacciones de compuestos como los glicoalcaloides
con componentes esteroidales de la membrana celular. En las células los esteroles se
incorporan en la bicapa lipidica, modifican la permeabilidad para iones (Na’, K),
glucosa, agua; aumentan la rigidez y fragilidad osmética (Haines, 2001; Ketomaki et
al., 2003), y cambian la forma de la célula como se ha reportado para compuestos
analogos del colesterol como lupeol, acido betulinico y compuestos relacionados
(Ziegler et al., 2002; Ziegler et al., 2004).

Las avicinas, saponinas triterpenoides, pueden alterar las membranas biolégicas por
formacién de canales en estas, los cuales son dependientes de la composicién de
fosfolipidos de membrana. En mitocondria, el poro formado no permite la salida de
proteinas a través de la membrana externa, pero si cierran el poro VDAC impidiendo
el intercambio de nucleétidos y disminuyendo el consumo de oxigeno mitocondrial,
evento que altera el potencial de membrana mitocondrial y el pH del espacio
intermembranal (Li et al., 2005).

Los esteroides también afectan transportadores; compuestos como estigmasterol y
24-metilcolesterol estimulan la bomba H' ATPasa de la membrana plasmdtica de
células de maiz (Zea mays L.) mientras que el sitosterol la inhibe, con alteracién del pH
citoplasmatico (Grandmougin-Ferjani et al., 1997). La inhibicién es explicada por
cambios en la composicién lipidica, que inducen alteraciones en la bicapa lipidica
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afectando indirectamente la capacidad de la enzima para sufrir cambios conforma-
cionales. Alternativamente, puede deberse a una interaccién directa de los esteroles
con la bomba H* ATPasa, que cambian la funcionalidad de la misma (Grandmougin-
Ferjani etal., 1997).

Similarmente se ha reportado que el estradiol y otras hormonas sexuales se unen e
inhiben la actividad de la ATPasa mitocondrial y de la bomba Na’/K* ATPasa (Zheng
y Ramirez, 1999). Diversos glicoalcaloides aislados de Solanaceas como solamargina
y solasonina alteran el potencial de membrana y canales i6nicos en embriones de
Xenopus laevis (Blankemeyer et al., 1998). Otros como a-solanina y a-chaconina, alte-
ran el potencial de membrana y el transporte activo de sodio en embriones de rana
(Blankemeyer et al., 1992; Blankemeyer et al., 1995). Estas moléculas al igual que la a-
tomatina, favorecen la pérdida de componentes celulares (iones, Ca* y proteinas),
por desestabilizacién de la membrana celular (Roddick et al., 1988; Toyoda et al.,
1991). Keukens et al., usando modelos de membranas, reportaron que los glicoalca-
loides se insertan con su anillo aglicano en la membrana, mientras los motivos aztcar
forman un complejo tipo matriz, que causa la pérdida de funcién de barrera de la
bicapa lipidica (Keukens et al., 1995).

MANTENIMIENTO Y REGULACION DE PH EN P. falciparum

pH intracelular de P. falciparum

Muchos procesos metabdlicos de las células son sensi-bles al pH intracelular (pHi) y
variaciones en este pardmetro pueden ocasionar dafios celulares y cambios en la activi-
dad enzimatica (Roos y Boron, 1981), asi su regulacién es esencial para la supervivencia
de la célula. La composicién idnica de Plasmodium depende del proceso de transporte a
través de tres membranas: la membrana plasmaética del eritrocito, la membrana de va-
cuola parasitéfora y la membrana plasmdtica del pard-sito, por tanto la alteracién de
las mismas puede afectar la supervivencia del pardsito.

En las células eucaridticas, son varios los mecanismos que ayudan a regular el pHi,
entre los que estdn las bombas H'-ATPasa ubicadas en la membrana plasmaética, como
la ATPasa tipo P (P-ATPasa) que usan un intermediario acil-fosfato y las ATPasas
ubicadas en membrana de vacuolas tipo V, V-ATPasa (Nelson and Harvey, 1999).
Mikkelsen et al. sugirieron que en P. chabaudi el potencial de membrana plasmética y el
cambio o la regulacién de pH citosélico debia mantenerse a través de una bomba de
protones electrogénica localizada en la membrana del parésito y propusieron como
posible candidato una bomba tipo H'-ATPasa (Mikkelsen et al., 1982). Posteriormente
esto fue confirmado y ahora se conoce que en Plasmodium la V-ATPasa funciona princi-
palmente en la regulacién del pH vacuolar (Saliba et al., 2003), mientras la P-ATPasa
ubicada en la membrana plasmatica del parasito es responsable de la regulacién del pH
citoplasmatico del mismo (Saliba y Kirk, 1999).

Adicional a estas bombas, la regulacién del pH citoplasmatico en Plasmodium esta aco-
plada a la actividad de otros intercambiadores tales como Na'/H' o Ca*/H" y el simpor-
ter lactato/H", que permiten el eflujo de protones y el exceso de lactato producto de la
glicdlisis como principal fuente energética del parasito (Ginsburg, 2002; Fig. 3). En P.
falciparum Bosia et al. reportaron la presencia de un intercambiador Na'/H", encargado
del eflujo (salida desde el citosol) de protones y del mantenimiento de pH citosélico
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Figura 3. Regulacién de pH en P. falciparum. Representacién grafica de bombas H'-ATPasa, H'-PPasa,

intercambiadores y simportador. MP: membrana plasmdtica, MVD: membrana de vacuola digestiva,
VD: vacuola digestiva. Adaptado y modificado de Ginsburg (2002).

del parasito, que es inhibido por etilisopropilamilorida (EIPA; Bosia et al., 1993).
Esta inhibicién fue confirmada posteriormente por fotometria de célula tnica con
LSCM (laser scanning confocal microscopy; Wunsch et al., 1998). Posterior-mente, Saliba y
Kirk usando pardsitos aislados de la cepa de P. falciparum FAF-6 resistente a cloroquina
(CQR) encontraron que la medicién basal de pHi (7,29 + 0,01; n=10) y la recupera-
cién del mismo después de la acidificacién del citoplasma, son independientes de la
presencia de Na" en el medio, indicando posiblemente la intervencién de un transpor-
tador diferente al intercambiador Na’/H" (Saliba y Kirk, 1999). Adicionalmente
encontraron que el tratamiento con bafilomicina A1, un inhibidor especifico de V-H'-
ATPasa, disminuye significativamente el pHi (7,29 vs. 6,7). Estos datos concuerdan con
reportes previos que soportan la idea de la presencia de una ATPasa en la membrana
plasmdtica del parésito, la cual estaria encargada del mantenimiento de pHi como
principal mecanismo de eflujo de protones desde el citosol (Saliba y Kirk, 1999). Datos
que son apoyados por la clonacién y caracterizacién de las subunidades A (Karczet al.,
1993) y B de V-H*-ATPasa en P. falciparum, que en el pardsito no estdn confinadas uni-
camente a la vacuola digestiva y presentan una distribucién heterogénea en el mismo
(Karcz etal., 1994). Marchesini et al. mostraron la presencia de una bomba H'-ATPasa
tipo V, de origen parasitario que se exporta a la membrana plasmatica del eritrocito
infectado y con ensayos fluorométricos y enzimdticos, los autores concluyeron que
esta bomba ayuda a mantener el pH del eritrocito parasitado y permite el manteni-
miento del potencial electroquimico del mismo, que seria usado para el movimiento
de iones y solutos a través de la membrana eritrocitaria y que a su vez sirve para la
nutricion del pardsito, es decir, posiblemente estaria relacionado con PSAC por su
funcién regulatoria del pH en la célula hospedera (Marchesini et al., 2005).
Plasmodium cuenta en su membrana plasmadtica con bombas H*-pirofosfatasa (H'-
PPasa), que han sido descritas en plantas, algunas bacterias y desde hace una década
en protozoos, kinetoplastideos y apicomplexa (Luo et al, 1999; Mcintosh et al.,
2001), tales bombas usan la energia libre de puentes fosfoanhidro para el transporte
de protones, generando un potencial electroquimico (Mclntosh y Vaidya, 2002;
Moriyama et al., 2003). En general, las H"-PPasas son de dos tipos: tipo | dependien-
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tes de K' y tipo Il independientes de K'. En el genoma de P. falciparum se describieron
dos genes que codifican homdlogos de H" - PPasa | (PfVP1) y Il (PfVP2) (Mclntosh et
al., 2001), datos de inmunofluorescencia indican que se localizan en la membrana
plasmaética del parasito (Luo et al., 1999; Mclntosh et al., 2001), y posteriormente
también fueron reportadas en la vacuola digestiva (Saliba et al., 2003).

El pH citoplasmatico de P. falciparum se ha estimado con diversas técnicas, que inclu-
yen el andlisis de células en suspensién por citometria de flujo y espectrofotometria,
hasta la evaluacién fluorométrica de célula tnica con microscopio de epifluorescen-
cia'y LSCM (laser scanning confocal microscopy), usando sondas fluorescentes indicadoras
de pH, como BCECF-AM y SNARF-AM (Molecular Probes). En general el pHi estimado
varia entre 7,14 y 7,6 (Wunsch et al., 1998; Saliba y Kirk, 1999; Kirk, 2001; Wissing et
al., 2002; Bennett et al., 2007) segtin la metodologia y la cepa usada. Se han repor-
tado diferencias entre los valores de pHi para las cepas resistentes y sensibles a clo-
roquina (CQR y CQS; Wissing et al., 2002; Wunsch et al.,, 1998); sin embargo estas
diferencias no son consistentes. Recientemente Bennett et al. cruzando cepas resisten-
tes con cepas sensibles a CQ analizaron sistemdticamente el pH citoplasmatico de las
progenies y no encontraron diferencias entre el pH y la actividad del intercambiador
Na*/H* (PfNHE), datos que les permitieron concluir que la resistencia a las quinolinas
no estd relacionada con la regulacién del pHi dependiente del intercambiador Na*/H"
(Bennett et al., 2007).

VACUOLA DIGESTIVA: METABOLISMO DE HEMOGLOBINA Y REGULACION DE PH VACUOLAR
Metabolismo de hemoglobina: proceso critico para el parasito

La funcién digestiva en Plasmodium se lleva a cabo en una organela 4cida especializada
denominada vacuola digestiva, donde degrada al menos 75% de la hemoglobina inge-
rida del eritrocito parasitado. Este proceso es mediado por proteasas de aspartato,
de cisteina y una metaloproteasa de zinc, que le permiten al pardsito obtener amino-
acidos para la sintesis de proteinas (Francis et al., 1997). Como consecuencia de este
proceso digestivo se liberan grupos hem-Fe* (ferroprotoporfirina IX) que son auto-
oxidados a grupos hem-Fe* (ferriprotoporfirina 1X), que son téxicos para Plasmodium
por formacién de radicales libres de oxigeno (Atamna y Ginsburg, 1993; Taramelli et
al., 1999), los que oxidan enzimas y peroxidan lipidos de membrana (Weiy Sadrzadeh,
1994; Omodeo-Sale et al., 1998). Para evitar los efectos nocivos de los grupos hem-
Fe* libres el pardsito tiene tres mecanismos: la formacién de un polimero inerte
llamado hemozoina, la degradacién peroxidativa del hem libre y la degradacién del
hem libre dependiente de glutatién (Francis et al., 1997; Ginsburg et al., 1998; Loria
etal., 1999). Al parecer la polimerizacién es favorecida por la acidez vacuolar, hacién-
dose mas eficiente con la disminucién de 0,2 a 0,4 unidades en el pH de la vacuola
digestiva (Dzekunov et al., 2000; Ursos et al., 2001).

Regulacién de pH en vacuola digestiva

La vacuola digestiva de P. falciparum es acidificada por dos bombas de protones, las
V- H*-ATPasa y las H*-PPasas tipo | (Saliba et al., 2003), cuya funcién es mantener el
pH de la vacuola acido mediante un mecanismo similar al de tonoplastos (vacuolas
acidas) de células vegetales (Maeshima, 2001). Los valores de pH de vacuola digestiva
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(pHvd) pueden variar con la cepa del parasito y las metodologfas empleadas en su
determinacidn, y es asi como se ha reportado que varia de 4,3 hasta 5,67 (Yayon et
al., 1984; Krogstad et al., 1985; Geary et al., 1986; Geary et al., 1990; Dzekunov et al.,
2000). Sin embargo, los datos mds recientes muestran que no hay diferencias signi-
ficativas entre cepas sensibles y resistentes a cloroquina, con un rango similar de
pHvd entre 4,5 y 4,9 (Hayward et al., 2006). Es posible que las diferencias encon-
tradas previamente se deban a que este pardmetro puede variar segtin el indicador
fluorescente utilizado (Saliba et al., 2003) y el uso de la naranja de acridina, un indica-
dor cominmente utilizado para la evaluacién de organelas 4cidas ha sido fuerte-
mente cuestionado en los dltimos afios (Bray et al., 2002; Wissing et al., 2002).

Efecto de compuestos antiplasmodiales en el pH intracelular y vacuolar

Son diversos los compuestos con actividad antiplasmodial que tienen efecto en el pH
de Plasmodium, ya sea porque tienen un efecto amortiguador dada su naturaleza
quimica, como en el caso de la CQ, o por accién directa en la funcién de las bombas
reguladoras de pH, como los imidazoles.

El omeprazol, un conocido inhibidor especifico de bombas H'-ATPasa, tiene actividad
antiplasmodial in vitro, y su efecto es sinérgico con otros compuestos antimaldricos
como la quinina y aditivo con la artemisinina (Skinner-Adams y Davis, 1999; Riel et al.,
2002), lo que podria sugerir que la alcalinizacién de la vacuola digestiva de P. falciparum
por estos farmacos esté relacionada con la inhibicién de la H-ATPasa (Choi y Mego,
1988; Skinner-Adams y Davis, 1999), similar a lo sugerido para otros benzimidazoles
como lansoprazol, rabeprazol y pantoprazol (Riel et al., 2002).

La quinina y la quinacrina inhiben parcialmente la actividad V-ATPasa encontrada en
la membrana de vacuola digestiva de P. falciparum (Choi y Mego, 1988), y junto con
la mefloquina han sido implicadas en la alcalinizacién de este organelo, aunque en
concentraciones superiores a las que ejercen actividad antiplasmodial, asf podria
pensarse que alteraciones en el pHvd no siempre son criticas en el mecanismo de
accién de las quinolinas (Krogstad et al.,, 1985; Ginsburg et al., 1989).

CONCLUSIONES

Las escasas alternativas terapéuticas disponibles en la actualidad para el tratamiento
de la malaria, hacen necesaria la busqueda y el desarrollo de nuevos compuestos y la
caracterizacién de blancos terapéuticos no estudiados. Asi, los compuestos
esteroidales constituyen una posibilidad teniendo en cuenta su actividad
antiplasmodial y que dada su naturaleza quimica, pueden alterar la composicién de la
bicapa lipidica y sus funciones a través de efectos sobre transportadores, entre otros.
Son diversos los blancos que pueden ser aprovechados en Plasmodium, y dada la
naturaleza quimica de los esteroides, sus conocidos efectos sobre la membrana y
sabiendo que algunos pardmetros fisiolégicos como la alteracién del pH citoplas-
matico, de vacuola digestiva del parasito y el transporte de solutos en la membrana
del eritrocito hospedero dependen de la funcionalidad de la membrana, se puede pro-
poner que estas moléculas son una opcién para el desarrollo de nuevas alternativas
quimioterapéuticas antimaldricas, y es en este sentido que se esta trabajando en el
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Grupo Malaria con los esteroides antiplasmodiales aislados de S. nudum, que han
mostrado tener efecto en eritrocitos parasitados pero no en aquellos no infectados.
Actualmente, se trabaja en la bidsqueda de los mecanismos de accién de estos com-
puestos en P. falciparum, con base a los efectos que pueden presentar los esteroides en
los diferentes modelos biolégicos.
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