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Introduzione

La malaria, una delle malattie tropicali piu devastanti, ¢ causata dai parassiti del genere
Plasmodium. Tra le diverse specie di parassiti della malaria che infettano l'uomo, il
Plasmodium falciparum ¢ responsabile della forma piu letale, spesso associata a gravi
complicazioni come la malaria cerebrale, 'epatomegalia, la splenomegalia, l'insufficienza
epatica e renale e I'anemia grave [1-4], arrecando la massima mortalita e morbilita [5].
Anche dopo aver ottenuto un notevole successo nella riduzione della mortalita e della
morbilita, la malaria rimane un problema sanitario globale, soprattutto nelle aree tropicali e
subtropicali del mondo [6].

Una delle ragioni principali per cui non si riesce a eradicare questa malattia ¢ la
complessita del ciclo di vita del parassita che alterna due diversi ospiti e coinvolge
numerosi stadi parassitari distinti dal punto di vista proteomico e morfologico (Figura 1).
Quando una zanzara anofele femmina infetta preleva un pasto di sangue dall'ospite umano,
introduce gli sporozoiti (forme parassitarie aploidi competenti per l'invasione delle cellule
epatiche) negli spazi extravascolari all'interno del derma dell'ospite. Dal sito della puntura
di zanzara, gli sporozoiti usano la loro motilita per trovare la strada verso il flusso
sanguigno, tramite il quale alla fine raggiungono il fegato e invadono gli epatociti, in cui
completano la crescita e lo sviluppo eso-eritrocitario asessuato. Dopo aver subito lo
sviluppo pre-eritrocitario all'interno degli epatociti, decine di migliaia di merozoiti per
cellula epatica vengono rilasciati nella circolazione sanguigna dell'ospite. I merozoiti
invadono gli eritrociti e iniziano il ciclo eritrocitario asessuato nutrendosi dell'emoglobina
dell'eritrocita, che funge da fonte proteica per i parassiti.

Dopo il completamento di un ciclo eritrocitario asessuato (merozoiti — anelli — trofozoiti —

schizonti - merozoiti), 1 parassiti rilasciati nella circolazione sanguigna invadono altri



eritrociti per iniziare un altro ciclo asessuato. Questi parassiti in fase asessuata sono i
responsabili dei sintomi della malaria.
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Figura 1. Ciclo di vita del parassita della malaria Plasmodiun falciparum, con particolare
attenzione sui gametociti e sulle fasi sporogoniche (1-9). [Tratto da I. Wadi et al., Fut.
Med. Chem., 10, 2018,2619-2639]

La moltiplicazione asessuata di questi parassiti continua fino a quando non si differenziano
in forme aploidi sessualmente dimorfe conosciute come gametociti [7].

I gametociti subiscono la maturazione attraverso cinque stadi distinti per svilupparsi infine
nelle forme mature maschili e femminili. I gametociti maschili e femminili costituiscono lo
stadio parassitario terminale all'interno dell'ospite vertebrato e vengono assunti dall'ospite
definitivo, la zanzara, durante un pasto di sangue, entrando cosi nell'intestino medio della
zanzara anofele femmina [8-10].

All'interno dell'intestino medio della zanzara, questi parassiti subiscono un ciclo distinto di
crescita e moltiplicazione noto come ciclo sporogonico o sporogonia. In breve, i gametociti

maschili e femminili subiscono la gametogenesi per formare gameti maschili e femminili,



che si fondono a formare uno zigote. Lo zigote matura ulteriormente per formare una
forma molto allungata e mobile nota come oocinete. L'oocinete invade la parete
dell'intestino medio della zanzara ed emerge dal lato basale (verso 'emocele) per stabilirsi
infine sotto la lamina basale e svilupparsi in un ovocita multinucleato. L'oocisti matura
gradualmente e alla fine si rompe per rilasciare migliaia di sporozoiti nell'emolinfa. Gli
sporozoiti in questa fase possiedono una certa motilita ¢ migrano attraverso l'emolinfa
nelle ghiandole salivari, dove subiscono la maturazione per perpetuare il ciclo vitale
quando la stessa zanzara assume un altro pasto di sangue [8-11].

Questo complesso ciclo di vita all'interno di due diversi ospiti, € ci0 che rende il parassita

molto difficile da colpire con gli interventi attualmente disponibili.

Sebbene gli approcci di gestione integrata dei vettori (Integrated Vector Management -
IVM) stiano guidando le campagne di eliminazione della malaria, la sua completa
eradicazione rimane ancora una sfida formidabile [11,12]. Una delle principali ragioni per
cui non si riesce ad eliminare la malaria dai paesi endemici dell'Africa subsahariana ¢ la
continua emergenza ¢ la rapida diffusione della resistenza dei parassiti e dei loro vettori
agli antimalarici e agli insetticidi comunemente usati.

Diverse strategie di controllo della malaria, come l'uso di farmaci antimalarici standard
(per la profilassi, il trattamento e il blocco della trasmissione) e misure di prevenzione e
controllo non terapeutiche (zanzariere trattate con insetticidi, irrorazione di residui interni e
altre misure di controllo dei vettori) si sono rivelate insufficienti per realizzare 1’obiettivo

ancora lontano della completa eliminazione della malaria.

Per questo motivo, 1 ricercatori stanno elaborando nuovi farmaci antimalarici per colpire
separatamente 1 singoli stadi del parassita: stadi epatici [13,14], stadi ematici asessuati [15-

19] e gametociti [20-22] o per colpire contemporaneamente piu stadi parassitari [23-26].



Interrompere la trasmissione del parassita dall'uvomo alla zanzara e/o viceversa ¢ uno dei
passi piu cruciali per liberarsi di questa malattia mortale. Considerando il fatto che un
vaccino antimalarico efficace ¢ ancora lontano dal mercato [27], una parte fondamentale
delle ricerche ¢ rappresentata dall'interruzione del ciclo di vita con farmaci che bloccano la
trasmissione [11,28].

Il bersaglio principale dei comuni farmaci che bloccano la trasmissione ¢ rappresentato dai
gametociti maturi presenti nel sangue umano [29-32]. I gametociti possono essere
direttamente colpiti dai farmaci grazie alla loro presenza nel sangue umano. I gametociti
maturano attraverso cinque stadi [33-35] accompagnati da una sovraregolazione di circa
200 geni specifici (stadi I-V) [36].

La maggior parte degli attuali farmaci antimalarici sono attivi contro gli stadi di
sviluppo/iniziali (stadi I-III) dei gametociti, ma sono inattivi contro gli stadi maturi (stadi
IV-V). Le fasi I-Ill, note complessivamente come fasi iniziali dello sviluppo dei
gametociti, sono caratterizzate da processi a rapida metabolizzazione e quindi suscettibili
alla maggior parte dei comuni farmaci schizonticidi, mentre le fasi mature (soprattutto la
fase V) sono a lenta metabolizzazione e refrattarie ai comuni farmaci schizonticidi.

La primachina ¢ I'unico farmaco, raccomandato dall'Organizzazione Mondiale della Sanita
(OMS), in grado di bloccare la trasmissione [37] con potenziale gametocitocida contro lo
stadio maturo ed ¢ anche indicato per l'uso insieme alla terapia combinata con artemisinina
(ACT) [38]. Tuttavia, la primachina non puo essere ampiamente utilizzata a causa dei suoi
problemi di tossicita emolitica in individui con deficit di glucosio-6-fosfato deidrogenasi
(G6PD).[39-41] Attualmente € in corso un'ampia ricerca per scoprire nuovi farmaci che

possano efficacemente colpire questi stadi sessuati del parassita della malaria [42-48].

Sono attualmente disponibili molti test di screening ad alto rendimento per la valutazione

dell'attivita gametocitocida [11]. Alcuni di questi saggi si basano sulla misurazione del



metabolismo del parassita che agisce come marcatore di vitalita e possono essere misurati
utilizzando diversi approcci, tra cui la valutazione di 1) attivita pLDH [44,49] e 2) intensita
del segnale di bioluminescenza [50-52] o del segnale di fluorescenza emesso da una linea
di parassiti transgenici che esprime un tipo di gene reporter fluorescente come GFP [53] o
GFP-luciferasi [43,48,50,54]. A questo scopo possono essere utilizzati anche vari coloranti
ad ossido-riduzione (Alamar Blue, Presto Blue) [50,55,56]. Altri approcci per la
valutazione dell'attivita di blocco della trasmissione comportano l'uso di test di vitalita
funzionale che misurano la capacita dei composti di inibire la gametogenesi maschile e/o
femminile [42,45,57-59]. Sebbene gli approcci sopra descritti siano estremamente utili
nell'identificazione dei risultati e nello screening iniziale dei composti, la misurazione della
reale attivita di blocco della trasmissione ¢ fornita dai saggi standard di alimentazione a
membrana (SMFA) [44,46], che si sovrappongono maggiormente al ciclo di vita del
parassita rispetto a qualsiasi altro saggio per I’attivita gametocitocida o per 1’inibizione
della gametogenesi [11]. Sono utilizzate molte varianti dei saggi SMFA, tra cui il piu usato
SMFA ‘'indiretto" (prevede l'incubazione dei gametociti con 1 composti, seguita
dall'alimentazione delle zanzare attraverso un alimentatore a membrana), 1'SMFA
"washout" indiretto (comprende una fase di lavaggio supplementare per rimuovere i
composti in prova prima dell'alimentazione delle zanzare) e un SMFA "diretto" (prevede
I’assunzione dei gametociti e della miscela di composti di prova da parte delle zanzare
senza precedente incubazione).

Oltre ad uccidere i gametociti, la trasmissione della malaria pud essere interrotta
prendendo di mira anche altri stadi parassitari, noti collettivamente come stadi sporogonici
(gameti, zigoti, oocineti, oocisti e sporozoiti),[21,60-63] che sono presenti all'interno della
zanzara. Anche questi stadi all’interno della zanzara sono attraenti bersagli per 1 farmaci.
Sebbene gli antigeni di questi stadi sporogonici siano stati ampiamente studiati per mettere

a punto alcuni vaccini che possano bloccare la trasmissione [64,65], questi stessi stadi sono



anche sotto studio come bersagli farmacologici [11]. Ci possono essere numerose ragioni
per cui questi stadi non ricevono un'adeguata attenzione come bersaglio dei farmaci
antimalarici, nonostante siano metabolicamente piu attivi dei gametociti maturi. Per
esempio, la modalita di somministrazione del farmaco agli stadi sporogonici del parassita ¢
indiretta a causa della presenza di questi stadi, non nel flusso sanguigno dell'ospite, ma
all'interno del corpo della zanzara. In altre parole, se un farmaco deve mirare agli stadi
sporogonici all'interno della zanzara, deve essere presente nel flusso sanguigno dell'ospite
ad una concentrazione superiore a quella necessaria per uccidere questi parassiti all’interno
della zanzara e per un periodo di tempo sufficiente [11]. E quasi impossibile, con i metodi
attualmente disponibili, studiare la complessa dinamica che comporta 1'interazione tra i vari
fattori legati all'ospite e quelli legati al vettore, all'interno del vettore, e stimare con
precisione questa concentrazione. Per essere piu precisi, la concentrazione del farmaco
all'interno della zanzara dipende da vari fattori come il comportamento alimentare della
zanzara, la concentrazione del farmaco all'interno dell'ospite durante il periodo della
puntura della zanzara e la quantita di farmaco ingerito nel pasto di sangue, l'effetto degli
enzimi disintossicanti della zanzara sul farmaco ingerito ed altri ancora; poiché questi
fattori sono al di fuori del nostro controllo, sono difficili da studiare. Questo, insieme alla
mancanza di metodi standardizzati per lo studio della farmacocinetica e della
farmacodinamica dei farmaci all'interno delle zanzare, rende estremamente difficile
sviluppare farmaci mirati per le fasi sporogoniche [11]. Tuttavia, i farmaci che possono
efficacemente colpire questi stadi sporogonici hanno il potenziale per ritagliarsi una
propria nicchia nelle varie strategie di blocco della trasmissione e agire come farmaci
antimalarici del futuro. In una parte di questa Tesi, sono trattate le proprieta
gametocitocide e sporontocide degli attuali farmaci antimalarici e di candidati farmaci
antimalarici in sviluppo clinico. Un punto da considerare ¢ che molti farmaci hanno

mostrato risultati coerenti in vari studi, mentre altri hanno mostrato ampie variazioni di



potenza. Ci possono essere varie ragioni per tali variazioni e in alcuni casi si € cercato di
discutere le ragioni delle incoerenze osservate negli studi [50]. In generale, la variazione
nei saggi gametocitocidi ad alto rendimento e nei saggi di inibizione della gametogenesi ¢
in parte attribuibile alle differenze intrinseche nei parametri del saggio, come 1 tipi di
saggio/letture, la popolazione di gametociti (ceppo, numero, rapporto tra i sessi e stadio di
maturita), il tempo di incubazione e l'uso di AIbuMAX II o di siero umano, tra gli altri.
Inoltre, 1 farmaci (ad esempio, la primachina) che agiscono tramite i metaboliti attivi si
rivelano relativamente meno efficaci in vitro rispetto al modello in vivo di laboratorio o
agli studi clinici. Questi test ad alto rendimento, anche se estremamente variabili, possono
fornire informazioni sufficienti per differenziare i composti attivi dagli inattivi, ma non
sempre consentono un confronto diretto tra i diversi composti saggiati. Allo stesso modo,
le variazioni di potenza osservate nei saggi di alimentazione delle zanzare sono in parte
attribuibili all'uso di due diversi parametri di lettura - intensita delle oocisti (numero di
oocisti visibili per zanzara) e prevalenza delle oocisti (proporzione di zanzare che ospitano
oocisti). Mentre si utilizza la prevalenza delle oocisti come parametro, le ricerche spesso
ignorano il numero medio di oocisti/zanzara per gli esperimenti di alimentazione. Inoltre,
questo parametro ¢ diverso per ogni esperimento di alimentazione della zanzara e non vi ¢
alcun mezzo preciso per controllarlo. Questo ¢ rilevante in quanto l'intensita delle oocisti
nella popolazione di zanzare infette in laboratorio ¢ superiore rispetto a quella della
popolazione di zanzare di tipo selvatico. A causa di questa variabilita, i risultati di potenza
per diversi farmaci o per lo stesso farmaco studiato con diversi dosaggi/letture non sono
sempre comparabili [11].

Un ultimo punto da considerare ¢ che gli investigatori clinici dovrebbero sempre essere
attenti nella progettazione dei loro studi e cauti nel segnalare 1'aumento dei parametri
relativi ai gametociti - densita dei gametociti nel sangue, durata media della circolazione

ematica dei gametociti, prevalenza dei gametociti, per le combinazioni di farmaci che



agiscono principalmente sugli stadi eritrocitari asessuati. La comparsa di gametociti
precedentemente sequestrati non deve essere interpretata come una nuova induzione di
gametociti. Cio diventa piu rilevante a causa dell'estrema difficolta di stimare, dalle
tecniche attualmente disponibili, la densita dei gametociti sequestrati e l'effetto dei farmaci
su questi gametociti sequestrati, i tassi di sequestro dei gametociti in via di sviluppo nei siti
di sequestro e di de-sequestro dai siti di sequestro nel sangue dopo aver raggiunto la
maturita e la posizione precisa e la distribuzione dei siti di sequestro.

In questa Tesi verra trattato anche il potenziale di blocco della trasmissione
(gametocitocida e sporontocida) di piccole molecole/candidati preclinici che non sono in
fase di sviluppo preclinico ma che hanno un potenziale di blocco della trasmissione.
L’analisi complessiva delle strutture e delle attivita biologiche di questi composti
potrebbero aiutare a far progredire le conoscenze sugli antimalarici che bloccano la
trasmissione € queste conoscenze possono essere utilizzate per scoprire nuovi punti di

partenza per lo sviluppo della prossima generazione di farmaci antimalarici.

1. Attivita di blocco della trasmissione dei farmaci antimalarici usati in clinica

In questa sezione vengono discusse le attivita di blocco della trasmissione dei farmaci
antimalarici attualmente disponibili per I'uso clinico. In questo ambito per gametociti in
fase iniziale/sviluppo si intendono i1 gametociti di stadio I-III mentre quelli in stadio

tardivo/maturo corrispondono agli stadi IV-V.

1.1 Clorochina
La clorochina (CQ) ¢ una 4-amminochinolina antimalarica considerata il pill economico, il
piu sicuro e uno dei piu efficaci farmaci antimalarici sviluppati, tanto che per molti anni ¢

stato I’antimalarico di prima linea [66] fino a quando ha iniziato ad emergere la resistenza.



Vari studi in vitro hanno descritto la potenza della CQ contro gli stadi iniziali (stadio I-1IT)

dei gametociti di P. falciparum (ICs,: 96-98 nM ([stadio I- (

II] [67]; 76,7 nM [48]; 300 nM [stadio II-III] [68]), ma la HNJ\/\/NW
X

potenza diminuisce non appena i gametociti maturano
—
Cl N

fino agli stadi IV e V (ICy, > 6,25 uM [67]; > 25 uM
Clorochina

[45]; 1,1-8,8 uM [44]; 63-70% di attivita a 5 uM [46]; >

2 uM [49]; 23,47 uM [51]; > 20 uM [69]; 10,7 uM [68]). La mancanza di sensibilita degli
stadi maturi dei gametociti alla clorochina ¢ attribuita alla sua modalita d'azione che
comporta l'inibizione della formazione di emozoina e la degradazione dell'eme mediata dal
glutatione (GSH) [63,70], reazioni metaboliche assenti nei gametociti maturi [35,51].
Inoltre, lIa CQ non possiede una notevole potenza contro gli stadi sporogonici di P.
falciparum (30% di inibizione della formazione di oocisti a 5 pM (SMFA diretto) [46]) o
P. berghei (~0% di inibizione della formazione di oocineti, formazione di oocisti e
maturazione di oocisti a 10 uM [71]; 25-49% di inibizione della formazione di oocisti di P.
berghei a 10 pM [72]). La clorochina migliora la gametocitogenesi in vitro [63,73,74] e
I'exflagellazione di almeno il 20% [63,72] e ha dimostrato un aumento significativo della
gametocitemia di P. chaubaudi nei topi quando somministrata a dosi subterapeutiche
rispetto ai controlli non trattati [74]. Butcher et al. hanno descritto che i sieri ottenuti da
volontari trattati con CQ erano responsabili di un aumento della produzione di oocisti nelle
zanzare nutrite con i gametociti di P. falciparum e P. berghei [63]. Tuttavia, non ¢ stato
osservato alcun aumento significativo della produzione di oocisti all'interno delle zanzare a
seguito dell'aggiunta diretta di clorochina al sangue infetto [63]. Gli studi clinici in
Mozambico [75], Gambia [76-78] e Camerun [79] non hanno riportato alcun cambiamento
significativo nella gametocitemia dopo il trattamento con CQ. Tuttavia, Drakeley et al.
hanno riscontrato che i pazienti affetti da malaria dopo trattamento con CQ mostrano una

densita di gametociti piu elevata, una maggiore prevalenza di gametociti € una maggiore
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durata della loro circolazione ematica rispetto ai pazienti trattati con la combinazione
artesunato/CQ [76]. Questo studio, condotto in bambini del Gambia, ha dimostrato che la
monoterapia con CQ ¢ insufficiente per uccidere 1 gametociti, € una co-somministrazione
con un derivato dell'artemisinina, come l'artesunato, € necessaria per causare un
significativo effetto gametocitocida. In questo caso, la somministrazione di una
combinazione di CQ (25 mg/kg) e tre dosi di artesunato (4 mg/kg; CQ/3AS) ¢ associata a
una durata significativamente inferiore della circolazione dei gametociti rispetto al gruppo
trattato con la monoterapia di CQ (5,2 vs 1,5 giorni; CQ vs CQ/3AS). Il gruppo CQ/3AS ¢
associato ad una prevalenza di gametociti significativamente piu bassa (7° giorno: 12,7%,
14° giorno: 3,7%) e di densita relativamente piu bassa (7° giorno: 6,2 gametociti/uL., 14°
giorno: 5,2 gametociti/ul) rispetto al gruppo trattato con sola clorochina (prevalenza dei
gametociti (7° giorno): 43,7%, densita dei gametociti (7° giorno): 62,4 gametociti/uL,
prevalenza dei gametociti (14° giorno): 32,9%, densita dei gametociti (14° giorno): 21,9
pL). I gruppo CQ/3AS ¢ risultato anche associato ad una minore prevalenza di infettivita
delle zanzare (0,9%) e densita media delle oocisti (0,01) nel 7° giorno di follow-up rispetto
al gruppo trattato con clorochina (prevalenza di infettivita delle zanzare: 11,5%, densita
media delle oocisti: 0,3). I pazienti che non hanno risposto con successo al trattamento con
clorochina entro 28 giorni dal follow-up sono associati ad una maggiore prevalenza di
gametociti (81,4%) rispetto ai pazienti trattati con successo (27,8%). Altri studi hanno
riportato che la clorochina aumenta l'infettivita delle zanzare e che promuove anche la
diffusione di parassiti resistenti [63,80]. Densita/prevalenza dei  gametociti
significativamente piu alta [81,82], densita/prevalenza delle oocisti [82,83] e maggiori
possibilita di infettivita delle zanzare [84] sono state osservate nei parassiti resistenti alla

CQ rispetto a quelli sensibili.
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1.2 Meflochina
La meflochina, un derivato della chinolina, non ¢ solo utilizzata come parte di una terapia
antimalarica di prima linea insieme all'artesunato, ma anche come farmaco

chemioprofilattico dalle persone che viaggiano nelle zone

HN
HO endemiche per la malaria. Come la clorochina, la meflochina ¢ piu
H
A potente contro i gametociti di P. falciparum di stadio precoce
N"CFy . . o
CFs (valori ICy, < 100 nM) [48,53,67] rispetto agli stadi maturi (ICs,:
Meflochina

2,31-3,39 uM [43]; 7,48 uM, [45]; > 1 uM [44]; 0. 83 uM [47]; <
30% di inibizione della formazione di gameti maschili e femminili a 1 uM, [58]; 51,45% di
formazione di gameti femminili a 10 pM [59]; 4,7 uM [51]; 50-74% di inibizione
dell'exflagellazione a 10 uM [72]). Tuttavia, pochi studi hanno dimostrato una elevata
potenza della meflochina contro i gametociti maturi di P. falciparum (ICs,: 132 nM (solo
stadio V) [67]; 100 nM [85]). La ragione esatta di questa discrepanza non ¢ nota, ma, come
descritto in precedenza, puo essere in parte dovuta alla natura disomogenea di ciascun
sistema di saggio, comprese le variazioni del ceppo parassita, il numero di gametociti
esposti al farmaco (numero totale e rapporto tra gametociti maschili e femminili), gli stadi
dei gametociti esposti al farmaco, il tempo di incubazione, il metodo di rivelazione del
saggio e 1'uso di siero umano/AlbuMAX II per la coltura in vitro [67]. Ad esempio un calo
significativo della potenza della meflochina contro i gametociti maturi € stato osservato
quando ¢ stato utilizzato siero umano al posto di AlbuMAX II. Sembra plausibile che
questa leggera variazione possa aver reso il saggio ipersensibile agli amminoalcoli come la
meflochina (ICs,: 132 nM nel gruppo AlbuMAX II contro 5,77 pM nel gruppo con siero
umano, per gametociti di stadio V) [67]. Inoltre, alcune proprieta fisico-chimiche dei
farmaci, come la scarsa idrosolubilita della meflochina, possono influenzarne la potenza

[43]. Infine, come la maggior parte dei farmaci, 1 gametociti maschili sono piu sensibili
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alla meflochina rispetto ai gametociti femminili (51,25% di inibizione della formazione dei
gameti maschili e 0,31% di inibizione della formazione dei gameti femminili a 1 pM,
[59]). Peartey et al. hanno riportato un aumento della gametocitogenesi di P. falciparum in
vitro dopo il trattamento con meflochina 10 nM [73]. La meflochina non ha alcuna
significativa attivita sporontocida contro P. berghei come dimostrato dalla scarsa (< 25%)
inibizione nella formazione di oocineti di P. berghei a 10 pM [72]. Cio ¢ stato confermato
anche nel saggio SMFA diretto, in cui la meflochina ¢ risultata inattiva alla concentrazione
5 uM [46]. E’ stata osservata una prevalenza di gametociti post-trattamento maggiore del
25% con una dose di 25 mg/kg rispetto alla prevalenza di gametociti dell'l11,4% pre-
trattamento [86]. Anche in studi precedenti, la meflochina non ¢ stata trovata in possesso di
alcun effetto gametocitocida significativo contro P. falciparum quando utilizzata
singolarmente in singola dose di 750 mg o quando utilizzata in combinazione con
sulfadoxina/pirimetamina (750 mg singola dose piu tre dosi di 500 mg sulfadoxina/25 mg
pirimetamina) [87]. I derivati dell'artemisinina sono risultati superiori alla meflochina e
all'alofantrina in termini di riduzione del tempo di circolazione ematica dei gametociti in
studi clinici condotti in Thailandia [88]. La meflochina ¢ risultata inferiore all'alofantrina
ma superiore alla chinina e alla clorochina in termini di riduzione della prevalenza post-
CFs trattamento dei gametociti, come valutato da
‘ H/ studi condotti in Thailandia, Gambia e Tanzania

Cl
OO N~ (1l 3% dei pazienti ha sviluppato gametocitemia
Cl OH con alofantrina, il 6% con meflochina, il 22% con
Alofantrina chinina, il 9% con clorochina) [89]. Infine il
MEFAS, un ibrido derivato dalla meflochina e dall'artesunato e segnalato come
schizonticida, ¢ risultato, rispettivamente, 280 volte e 15 volte piu efficace della

meflochina e dell'artesunato nell'inibire 1'attivazione dei gametociti femminili [90].
g
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1.3 Lumefantrina

La lumefantrina ¢ un amminoalcol arilico utilizzato in combinazione con l'artemetere come
ACT di prima linea ed ¢ privo di problemi di cardiotossicita [91] associati all'alofantrina,
ora sospesa.

Cl
Gli studi hanno confermato l'attivita della lumefantrina O

contro i gametociti di stadio iniziale (ICs,: 13-15 nM [67]; cl Q.O cl

7,82 nM [48]; 107 nM [85]; > 75% di attivita a 330 nM
HO
[stadio I-II] [54]). Tuttavia, nella maggior parte degli studi Lumefantrina

N
in vitro, la lumefantrina si € dimostrata relativamente //// %
inattiva contro i gametociti maturi di P. falciparum (ICy,: >
25 uM [45]; 19% di attivita a 5 uM [pLDH test][46]; 17% di inibizione nella formazione di
gameti femminili a 5 uM [46]; < 25% di inibizione dell'exflagellazione a 10 uM [72]; ICs,:
> 50 uM [51]; < 25% di attivita [GFP-Luciferasi] a 330 nM [54]). Pochi studi hanno
riportato una elevata potenza della lumefantrina contro i gametociti maturi (ICsy: 52 nM
[stadio V] [67]; 59 nM [47]; 2,07 nM [85]). Inoltre la lumefantrina riduce la densita delle
oocisti nelle zanzare anofele (SMFA indiretto; > 75% di attivita a 330 nM [54]; 75-99% a
10 WM [72]; 69% a 5 uM [46]). Tuttavia, non ¢ stato osservato alcun effetto sulla
prevalenza delle oocisti a 330 nM [54]. Inoltre, non ¢ stata osservata alcuna inibizione
nella formazione di oocisti nel saggio SMFA diretto su P. falciparum a 5 pM [46],
evidenziando l'assenza di qualsiasi attivita sporontocida contro P. falciparum.
Tuttavia, in un saggio SMFA diretto su P. berghei, ¢ stata osservata una riduzione di
84,75-89,15% [92] e 75-99% [72] della densita delle oocisti a 10 uM. Inoltre, nello stesso
protozoo e alla stessa concentrazione (10 pM), la lumefantrina ha dimostrato un'attivita in
vitro > 50%, < 50% e > 50%, rispettivamente contro gameti/zigoti, oocineti e oocisti [71].
Gli studi clinici con la lumefantrina sono stati effettuati per lo pitt in combinazione con

l'artemetere e sono discussi in una sezione successiva.
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1.4 Pironaridina

La pironaridina ¢ una base di Mannich recentemente inclusa come farmaco partner
dell'artesunato in un nuovo ACT per la malaria non complicata da P. falciparum. E uno
schizonticida molto potente con attivita antimalarica sia per il P. falciparum CQ-sensibile
che per quello CQ-resistente [72,93]. Tuttavia, i rapporti che dimostrano la proprieta
gametocitocida della pironaridina sono risultati contraddittori e quindi necessitano di
ulteriore convalida. La pironaridina & potente solo

contro i gametociti di P. falciparum di stadio

nM [67]; 61% di attivita a 5 uM (pLDH test) [46]; N

{0
OH
iniziale nella maggior parte degli studi (1Cs,: 10-125 HN I\D

N
250 nM [85]; 168,09 nM [48]; 2-6 nM (stadi II-IV) Cl N Pironaridina

[94]) e ha dimostrato una potenza relativamente minore rispetto agli stadi maturi (ICs:
207- 2,57 uM [67]; 1,85 uM [95]; 1,57 uM [45]; 1,8 uM [47]; > 1 uM (pLDH test) [44];
4,2 uM [85]; 14,03% di inibizione della gametogenesi maschile a 1 uM [59]; ICs,: 3,25
uM [51]). Tuttavia, alcuni studi hanno riportato una potenza relativamente maggiore
contro gli stadi maturi dei gametociti di P. falciparum (100% inibizione della formazione
di gameti maschili e femminili a 10 uM [45]; 100% inibizione della formazione di gameti
femminili a 5 uM [44]; 95,56% di inibizione della formazione di gameti femminili a 10
uM [59]; 100% di inibizione della formazione di gameti maschili a 10 uM [72]; ICs,: 280
nM [96]). Inoltre, il trattamento in vitro di P. falciparum con pironaridina 1 nM ha
migliorato significativamente la gametocitogenesi [73]. Sebbene pochi studi abbiano
riportato la potenza della pironaridina nel ridurre la densita delle oocisti in saggio SMFA
indiretto su P. falciparum (attivita del 100% a 5 pM [46]; attivita > 75% a 85 nM [54])
Delves et al. hanno osservato un aumento del numero di oocisti di P. falciparum (rispetto
al controllo a 10 uM) e lo 0% di attivita nel saggio SMFA diretto su P. berghei [72].

N

Inoltre, la pironaridina ¢ comparativamente meno efficace nel ridurre la densita delle
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oocisti (attivita del 21% a 5 uM) [46] e la prevalenza delle oocisti (attivita < 25% a 85 nM)
[54] nei saggi SMFA diretti su P. falciparum, dimostrando la mancanza di qualsiasi attivita
sporontocida significativa. Infine, ¢ stata osservata un'inibizione del 75-99% nella
formazione di oocinete di P. berghei a 10 pM (ICs,: 6 uM) nel test di inibizione dello
sviluppo di oocineti [72]. Azevedo et al. hanno dimostrato un'attivita > 50% contro i
gameti/zigoti di P. berghei a 10 uM. Nello stesso studio e alla stessa concentrazione, la
pironaridina ha dimostrato una completa inattivita contro gli oocineti e < 50% di attivita
contro le oocisti di P. berghei [71]. Uno studio su pazienti africani con malaria da P.
falciparum non complicata non ha riportato alcuna attivita gametocitocida significativa con
pironaridina 32 mg/kg durante il follow-up post-trattamento [79]. In un'analisi di uno
studio clinico integrato, la combinazione pironaridina-artesunato si ¢ dimostrata
gametocitocida in quanto i gametociti presenti al basale (8,9%) sono stati completamente
eliminati nel corso dello studio (42 giorni). Tuttavia, questa combinazione non ¢ risultata
superiore a meflochina-artesunato o artemetere-lumefantrina. Inoltre, la pironaridina-
artesunato ¢ stata piu efficace nell'inibire 1'emergenza dei gametociti quando non erano

presenti gametociti al basale [97].

1.5 Atovaquone-proguanile
L'atovaquone/proguanile ¢ una combinazione di farmaci composta da atovaquone, un
inibitore della catena di trasporto degli elettroni a struttura idrossi-1,4-naftochinonica e

proguanile, un inibitore della diidrofolato reduttasi (DHFR).

Proguanile
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Tale combinazione ¢ utilizzata per la prevenzione e il trattamento della malaria soprattutto
nelle aree con ceppi CQ-resistenti. Il proguanile agisce in sinergia con l'atovaquone e fa
collassare il potenziale della membrana mitocondriale [98]. Per I'atovaquone, non ¢ stata
osservata alcuna significativa attivita gametocitocida in fase iniziale (ICyy: > 12,5 pM [67];
24 uM [68]) o in fase avanzata (ICy,: > 2,3 uM [67]; 50,4 uM [68]; 5,31 uM [45]; 16,1 uM
[51]; < 5% di attivita a 5 uM (dosaggio pLDH) e 29% di inibizione nella formazione di
gameti femminili a 5 pM [46]; ~12% di inibizione nella formazione di gameti maschili e
femminili a 1 pM [59]). Tuttavia, Ruecker et al. hanno dimostrato una potenza
comparativamente maggiore dell'atovaquone contro i gametociti in fase avanzata e una
notevole differenza di suscettibilita tra 1 gametociti maschili (78,13% di inibizione nella
formazione di gameti maschili a 1 pM) e i gametociti femminili (22,26% di inibizione
nella formazione di gameti femminili a 1 pM) [58]. L'atovaquone ¢ anche induttore della
gametocitogenesi a concentrazioni sub-letali [53,73]. Inoltre, saggi SMFA indiretti e diretti
hanno riportato un'attivita rispettivamente del 100 e del 99% alla concentrazione 5 uM
[46]. L'incapacita dell'atovaquone di prendere di mira i gametociti maturi, € la potente
attivita dimostrata nei saggi SMFA suggeriscono che il potenziale di blocco della
trasmissione dell'atovaquone ¢ probabilmente attribuibile alla sua potenziale azione contro
gli stadi sporogonici di P. falciparum rispetto al suo effetto diretto sui gametociti. Inoltre,
Azevedo et al. hanno riportato un'inibizione > 50% nella formazione di oocineti e nella
maturazione delle oocisti a 10 uM in P. berghei. Nello stesso studio, ¢ stata osservata una
marcata riduzione del numero di sporozoiti (da > 4 x 10" nel controllo a < 1 x 10%) e un
blocco completo dell'infezione epatica nei topi a 50 uM [71]. Tuttavia, secondo Azevedo
I’atovaquone ¢ relativamente meno potente nell'inibire la formazione di oocisti (< 50% di
inibizione a 10 pM) rispetto alla maturazione delle oocisti (> 50% di inibizione a 10 pM)
[71]. Allo stesso modo, per il proguanile, ¢ stata osservata una potenza micromolare contro

1 gametociti allo stadio iniziale (ICs,: > 12,5 uM [67]; 6,5 uM [85]) e gli stadi maturi (ICs:
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> 12,5 uM [67]; 11,94 uM [45]; attivita del 32,3% a 5 uM (dosaggio pLDH) e inibizione
del 16,6% nella formazione di gameti femminili a 5 uM [44]). Inoltre, ¢ stata osservata
un'inibizione del 43% nella formazione di oocisti nel saggio SMFA indiretto su P.
falciparum a 5 pM mentre non ¢ stata osservata alcuna attivita nel saggio SMFA diretto
alla stessa concentrazione [46]. Questi studi suggeriscono che il proguanile non possiede
alcuna significativa attivita gametocitocida o sporontocida, almeno alle concentrazioni
testate. Il siero (contenente farmaco) raccolto da volontari trattati con atovaquone [99] e
atovaquone/proguanile [100,101] ¢ risultato efficace nel ridurre lo sviluppo di oocisti di P.
falciparum [99] e di P. berghei [99,101] in zanzare anopheles stephensi infette. Questi dati
suggeriscono che l'atovaquone o una combinazione di atovaquone e proguanile potrebbero
possedere attivita sporontocida e potrebbero essere in grado di ridurre l'infettivita delle
zanzare, influenzando cosi la trasmissione della malaria. Cid € stato confermato da
Blagborough et al. che hanno scoperto che, sebbene 1'atovaquone fosse moderatamente
efficace (riduzione del 57% nell'intensita delle oocisti e riduzione del 32% nella prevalenza
delle oocisti a 0,5 pg/kg), era comunque in grado di ridurre il numero di cicli riproduttivi
del 20% ed eliminare l'infezione in ambienti a bassa trasmissione [102]. Tuttavia, potrebbe
non avere alcun effetto significativo sul parametro di clearance dei gametociti a causa
dell'assenza di qualsiasi attivita gametocitocida diretta in vivo (€ stata osservata solo una
leggera riduzione del carico dei gametociti (9,1-6,2%) per 1 pazienti trattati con
atovaquone/proguanile in un studio effettuato in Thailandia [103]). Rispetto al proguanile,
un altro antifolato, il clorproguanile, sembra essere piu attivo contro i gametociti in fase

avanzata (ICs: 2 pM [43]; 4,68 uM [45]; 2,6-3,2 uM H H

H
cl NTNTNY
[44]; 4,3 uM [85]), un'osservazione che punta verso un :©/ NH NH

Cl

meccanismo d'azione alternativo diverso dall'inibizione Clorproguanile
della DHFR. Inoltre, il clorproguanile ¢ attivo sia nel saggio SMFA indiretto (inibizione

del 100% a 5 uM) che in quello diretto (inibizione dell'87% a 5 pM) [46]. 1l



18

clorproguanile/dapsone (LapDap) ¢ stato utilizzato come farmaco antimalarico per la
malaria da P. falciparum non complicata fino a quando non ¢ stato ritirato nel 2008 a causa
delle crescenti preoccupazioni di tossicita emolitica nei pazienti con deficit di G6PD

[104,105].

1.6 Sulfadossina e pirimetamina
La sulfadossina e la pirimetamina (SP) ¢ la combinazione di farmaci piu ampiamente
utilizzata, sia come parte di ACT insieme all'artesunato, sia come trattamento preventivo
intermittente in gravidanza [106].

2 N cl

o o N

N7, |
Yy ®
H,N A

H,N” N7 “NH,
Sulfadossina
Pirimetamina

Per la sulfadossina, non ¢ stata osservata alcuna significativa attivita gametocitocida in fase
iniziale o avanzata nella maggior parte degli studi riportati (ICy,: > 12,5 uM (fasi iniziali e
tardive) [67]; > 40 uM (fasi iniziali e finali) [85]; 0% di attivita a 5 uM (saggi pLDH e
Pfs25) [46]). Inoltre, le inibizioni del 32% e dello 0% nella formazione di oocisti
rispettivamente in SMFA indiretto e diretto, a 5 pM, indicano l'assenza di qualsiasi attivita
sporontocida della sulfadossina [46]. Per la pirimetamina, non ¢ stata segnalata alcuna
attivita sui gametociti sia nella fase iniziale che in quella avanzata (ICs: > 12,5 pM [fasi
iniziali e tardive] [67]; > 40 uM [fasi iniziali] [48]; > 25 puM [fasi finali)] [45]; > 40 uM
[fasi iniziali e finali] [85]; > 50 uM [fasi finali] [51]). Tuttavia, nei saggi di vitalita
funzionale, ¢ stato riscontrato che colpisce preferenzialmente 1 gametociti maschili di P.
falciparum causando I’inibizione della formazione di gameti maschili (attivita del 73,2% a

1 uM [58]; attivita del 93,53% a 1 uM [59]; 25-49% di attivita a 10 pM [72]), e una

potenza trascurabile contro i gametociti femminili a 1 pM [58], 5 uM [44] e 10 uM
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[45,59]. La pirimetamina ¢ anche potente nei saggi SMFA indiretto e diretto su P.
falciparum, causando, alla concentrazione 5 uM, rispettivamente, un'inibizione del 100% e
del 99%, confermando la sua capacita di colpire gli stadi sporogonici del parassita della
malaria [46]. Delves et al. hanno anche riportato una forte inibizione della formazione di
oocisti in P. falciparum (attivita del 100% a 10 uM, SMFA indiretto) e in P. berghei
(attivita del 75-99% a 10 pM, SMFA diretto) [72]. Azevedo et al. hanno riportato
un'inibizione < 50% nella formazione di oocineti e di oocisti di P. berghei mentre ¢ stata
osservata un'inibizione comparativamente piu alta (> 50%) della maturazione di oocisti
[71]. Sebbene SP sia efficace nei saggi SMFA, molti studi clinici hanno riportato un
aumento del tempo di circolazione, della prevalenza e della densita dei gametociti, dopo il
trattamento con SP sia in aree geografiche in cui conserva l’efficacia sia in aree con
efficacia ridotta o resistenza documentata [78,82,106-113]. Inoltre, € stato anche
riscontrato che 1 gametociti trattati con SP hanno una maggiore resistenza conferendo
mutazioni a DHFR (diidrofolato reduttasi) e DHPS (diidropteroato sintasi) rispetto ai
parassiti asessuati della stessa popolazione [106]. Le mutazioni in DHFR e DHPS
conferiscono ai parassiti asessuati un tempo di clearance prolungato che successivamente
aumenta la prevalenza dei gametociti [112,114]. Molti studi hanno riportato che la
somministrazione di SP aumenta l'infettivita delle zanzare anofele [77,115] mentre altri
studi hanno dimostrato una diminuzione di questo parametro [82,106,114,116,117]. La
riduzione dell'infettivita delle zanzare ¢ stata osservata in studi che hanno coinvolto
l'alimentazione delle zanzare anofele con gametociti miscelati con la combinazione di
sulfadossina, pirimetamina e SP in dosi corrispondenti alle concentrazioni fisiologiche dei
pazienti dei giorni 3, 7 e 14 (giorno 3 - dose massima, giorno 14 - dose piu bassa; SMFA
diretto). Sempre nello stesso studio ¢ stata riportata una diminuzione significativa rispetto
ai controlli nella prevalenza di oocisti al terzo giorno, nelle zanzare alimentate con

gametociti trattate separatamente con concentrazione di sulfadossina (61 pg/mL),
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pirimetamina (154,7 ng/mL) e combinazione SP (61 ug/mL e 154,7 ng/mL). Inoltre, la
riduzione della prevalenza di oocisti dopo la somministrazione di farmaci corrispondenti
alle concentrazioni del giorno 7 ¢ significativa solo per la combinazione di sulfadossina
(33,8 pg/mL) + pirimetamina (66,7 ng/mL) mentre la riduzione dopo trattamento con
concentrazione corrispondente al giorno 14 (sulfadossina = 14,2 pg/mL, pirimetamina =
15,7 ng/mL) non era significativa in nessuna delle combinazioni di sulfadossina,
pirimetamina o SP. Una significativa diminuzione della densita delle oocisti ¢ stata
riportata anche quando le zanzare sono state alimentate con farmaci corrispondenti alle
concentrazioni fisiologiche del giorno 3 e del giorno 7 per sulfadossina e SP, tuttavia per le
concentrazioni corrispondenti al giorno 14 questa diminuzione era significativa solo per
SP. Inoltre, la concentrazione fisiologica di SP del giorno 3 ha ridotto la sopravvivenza
delle zanzare fino al 65%, il che ¢ indicativo di un'azione endectocida [114]. Questa azione
endectocida puo avere implicazioni sulla dinamica di trasmissione nelle aree in cui la
combinazione artesunato + SP ¢ utilizzata come antimalarico di prima linea. Tuttavia sono

necessari ulteriori esperimenti di conferma per convalidare tale attivita.

1.7 Artemisinina
L'artemisinina, un lattone sesquiterpenico, € i suoi derivati, che sono usati in ACT insieme
ad altri antimalarici a piu lunga emivita come lumefantrina, SP, meflochina e piperachina,
sono potenti schizonticidi. Gli ACT sono i farmaci antimalarici di
prima linea raccomandati dallOMS contro P. falciparum [118].
L'artemisinina e 1 suoi derivati sono piu attivi contro gli stadi sessuati

di P. falciparum rispetto a qualsiasi altro farmaco schizonticida e

hanno anche la capacita di ridurre la trasmissione della malaria Artemisinina
[86,119,120]. Tuttavia, le dosi alle quali i derivati dell'artemisinina possono eliminare i

parassiti asessuati non sono sufficienti per colpire i gametociti maturi, che di solito
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richiedono una dose piu alta [46,54]. La maggior parte degli studi ha riportato una
riduzione di parametri come la durata della circolazione ematica dei gametociti, la densita
e la prevalenza dei gametociti e l'infettivita delle zanzare in seguito al trattamento con
derivati dell'artemisinina [119,121-125]. Questa riduzione non ¢ sempre correlata
positivamente con la riduzione della trasmissione della malattia, che rimane moderata
[77,126-129]. Oltre al loro effetto diretto sugli stadi sessuati di P. falciparum, i derivati
dell’artemisinina/ACT contribuiscono anche alla riduzione generale della trasmissione
della malaria a causa della loro potente attivita schizonticida, prevenendo la generazione de
novo di gametociti [130]. Nonostante la variazione del potenziale di blocco della
trasmissione dei singoli ACT, questi ultimi in generale sono utili nel ridurre la trasmissione
della malaria [119,126]. Diversi ACT possiedono un'attivita gametocitocida variabile, in
parte a causa della differenza nelle potenze dei farmaci usati in combinazione. Secondo test
gametocitocidi in vitro, 1 gametociti in via di sviluppo sono piu suscettibili alla meflochina
e lumefantrina rispetto all’amodiachina e quindi la terapia di combinazione artemetere-
lumefantrina e artesunato-meflochina potrebbe essere associata ad una minore
gametocitemia post-trattamento [121]. Alcuni studi hanno suggerito che il trattamento dei
portatori asintomatici con un ACT prima della stagione di trasmissione puo eliminare
l'infezione asintomatica e aiuta a ridurre la trasmissione della malaria [131]. Tuttavia si
prevede anche che un maggiore utilizzo di ACT, come durante una campagna di massa,
possa portare allo sviluppo di resistenza [126]. Inoltre, gli ACT sono meno efficaci nel
ridurre la gametocitemia nei pazienti che si presentano con gametociti positivi al vetrino al
momento del trattamento a causa dell'inattivita degli ACT contro i gametociti allo stadio V
[123,132]. Come dimostrato da vari studi, 1'aggiunta di un farmaco gametocitocida diretto
come la primachina [133] o il blu di metilene [30] al regime ACT riduce ulteriormente il
trasporto dei gametociti (ridotto di 12 volte con l'aggiunta di primachina [133]). La

combinazione di ACT e di un farmaco gametocitocida diretto potrebbe anche impedire lo
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sviluppo e la diffusione della resistenza ai farmaci e quindi avere un'influenza maggiore
nella riduzione del potenziale di trasmissione rispetto ai soli ACT; questo ¢ particolarmente
vero per le aree che si stanno avvicinando all'eliminazione della malaria [134—136]. Nella
sezione successiva vengono descritti 1 vari derivati dell'artemisinina in termini di attivita
gametocitocida e sporontocida e la sezione si conclude con le proprieta di blocco della
trasmissione dei singoli ACT. Va tuttavia notato che 1 test basati sull'ATP non sono buoni
indicatori dell'attivita gametocitocida in vitro degli endoperossidi, cio¢ dell'artemisinina e
dei suoi derivati [50,51,96]. Cid potrebbe essere dovuto alla persistenza del pool di ATP

nei gametociti in risposta al trattamento prolungato con endoperossido [50].

1.7.1 Diidroartemisinina

La diidroartemisinina (DHA) o artenimolo ¢ il metabolita attivo dell'artemisinina e dei suoi

derivati come artesunato e artemetere ed ¢ a sua volta disponibile come farmaco (per I'uso

in combinazione con piperachina, come ACT). Molti studi hanno dimostrato l'attivita della
- DHA nel range nanomolare contro i1 gametociti allo stadio iniziale

(ICsy: 3-7 nM [67]; 43 nM (saggio della luciferasi) [50]; 18,3 nM

[85]; 0,90 nM [48]; 17 nM [49]; 12 nM [54]), mentre valori di ICy,

piu alti sono stati osservati per gli stadi maturi (IC,: > 12,5 uM

Diidroartemisinina - dio V) [67]; 14,9 uM (dosaggio ATP) [50]; 3,56 uM (dosaggio
ATP) [51]). Tuttavia, molti studi hanno riportato una potenza piu elevata della DHA
nell'intervallo submicromolare anche tra i gametociti in fase avanzata (ICs: 36 nM
(dosaggio pLDH), 130 nM (dosaggio Pfs 25) [44]; 11-20 nM (pLDH e presto-blue
dosaggi) [50]; 77 nM [47]; 200 nM [137]; 17 nM [49]; 2,17 nM [85]; ~70% di attivita a 1
uM [56]). Tale discrepanza nei risultati potrebbe essere parzialmente dovuta al fatto che la

maggior parte degli studi che dimostrano la potenza della DHA contro gli stadi avanzati

classificano gli stadi avanzati come da IIIl a V [56] oppure da IV a V [47,50,51,85].
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Un'altra fonte di variazione ¢ la differenza nelle letture del dosaggio che pud spiegare la
variazione di potenza quando vengono usati farmaci specifici, a causa dei percorsi
biochimici con cui i farmaci potrebbero interferire [50,67]. Reader et al. hanno testato la
DHA in quattro saggi basati su rilevazioni diverse e solo il saggio basato su ATP e pLDH
ha riportato una potenza inferiore (ICs,: 14,9 uM [dosaggio ATP], < 50% di attivita a 1 uM
[dosaggio pLDH]) mentre una potenza maggiore (range nanomolare) ¢ riportata dai
dosaggi della luciferasi e con Presto-blue [50]. La potenza inferiore rilevata nel test pPLDH
potrebbe essere dovuta al tempo di incubazione relativamente piu breve (48 ore). L'attivita
residua di pLDH persiste all'interno dei parassiti per un periodo di tempo piu lungo, anche
dopo la morte e il test potrebbe richiedere un tempo di incubazione molto piu lungo (72 ore
o piu dopo il trattamento) [49]. Inoltre, i test basati sull' ATP potrebbero non essere sempre
adatti per testare l'attivita gametocitocida degli endoperossidi [50]. Tuttavia, Gebru et al.
hanno riportato una potenza maggiore (ICs,: 200 nM) della DHA anche con un test basato
sul'ATP [137]. I saggi di vitalita funzionale hanno dimostrato una potente attivita della
DHA contro i gametociti allo stadio V (75-99% di inibizione dell'exflagellazione a 10 uM
[72]; 63,86% di inibizione dei gameti maschili e 49,23% di formazione dei gameti
femminili a 1 pM [58]). Inoltre, Delves et al. hanno dimostrato la selettivita della DHA per
1 gametociti maschili rispetto a quelli femminili (80,27% di inibizione dell'exflagellazione
contro 5,63% di inibizione nella formazione di gameti femminili a 1 uM) [72]. Ad oggi le
ragioni di queste variazioni sono sconosciute, ma segue la consueta tendenza secondo cui
la maggior parte dei farmaci ¢ piu attiva contro 1 gametociti maschili. Plouffe et al. hanno
valutato la potenza della DHA tra le singole fasi dei gametociti (I-V, utilizzando un test
non basato sull'ATP) concludendo che la DHA ¢ inattiva contro i gametociti dello stadio V
(ICsy> 12,5 pM) mentre dimostra potenza nanomolare contro gli stadi I-IV [67]. Delves et
al. hanno riportato un'inibizione del 50-75% nella formazione di oocisti a 10 uM in saggio

SMFA indiretto su P. falciparum [72]. Nello stesso studio, l'attivita contro gli stadi del
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parassita all’interno della zanzara ¢ stata valutata anche con SMFA diretto su P. berghei
con inibizione del 25-49% a 10 uM [72]. Adjalley et al. hanno riportato un'inibizione del
50-75% nella formazione di oocisti di P. falciparum a 120 nM [54]. Secondo Bolscher et
al. l'attivita di blocco della trasmissione della DHA nel saggio SMFA indiretto era
significativamente maggiore di quella del saggio diretto in termini di densita di oocisti a
100 nM e 1 puM e anche in termini di prevalenza di oocisti a 1 uM [44]. Risultati simili
sono stati ottenuti anche da Vos, il cui studio ha dimostrato una inibizione del 94% nella
formazione di oocisti alla concentrazione 5 uM nel SMFA indiretto senza attivita in quello
diretto [46]. Azevedo et al. hanno riportato un'attivita < 50% contro gameti/zigoti di P.
berghei e un'attivita dello 0% contro oocineti/oocisti a 10 uM [71]. Pertanto, esaminando
simultaneamente tutti questi studi, sembra che l'attivita osservata in P. falciparum
[44,49.54,72] e P. berghei [46,71] negli SMFA indiretti possa essere in parte dovuta
all'attivita della DHA contro i gametociti maturi, perché in questi studi non ¢ evidenziata

l'attivita sporontocida.

1.7.2 Artemetere

L'artemetere ¢ I’etere metilico dell'artemisinina, utilizzato per il trattamento della malaria

non complicata e di quella grave [138,139]. Fa parte di un popolare ACT insieme alla

lumefantrina, una combinazione che costituisce anche il trattamento antimalarico di prima

linea per la malaria non complicata in molti paesi. Gli studi hanno riportato una potente
: attivita antiplasmodiale dell'artemetere contro 1 gametociti allo

stadio iniziale (ICy,: 5-16 nM [67]; 3,73 nM [48]; 11 nM [85]) e i

gametociti maturi (ICs,: 19 nM (stadio IV) [67]; > 50% di attivita a 1

uM (saggi della luciferasi e PrestoBlue) [50]; 98% di inibizione

Artemetere

nella formazione di gameti femminili di P. falciparum a 5 pM [46];

ICs,: 73 nM [47]; 3,13 [85]). Tuttavia, vari studi hanno osservato una potenza
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relativamente minore nei saggi gametocitocidi [11] contro gametociti maturi (ICsy: > 12,5
uM [stadio V] [67]; < 50% inibizione a 1 uM [dosaggi pLDH e ATP] [50]; attivita del
69% a 5 uM [dosaggio pLDH] [44]). Queste osservazioni sono state supportate da altri
studi intesi a valutare la vitalita funzionale; questi studi hanno evidenziato una minore
potenza dell'artemetere contro gli stadi maturi (45,65% di inibizione dell'exflagellazione e
0% di inibizione nella formazione di gameti femminili a 1 pM, 27% di inibizione nella
formazione di gameti femminili a 10 uM [45]; 25-49% di inibizione dell’exflagellazione a
10 uM [72]). Contrariamente ad altri derivati dell'artemisinina, Plouffe et al. hanno
riportato una potenza significativamente maggiore dell'artemetere contro 1 gametociti allo
stadio IV (ICs,: 19 nM) rispetto allo stadio V (ICs, > 12,5 uM) utilizzando un test non
basato su ATP (incubazione di 72 ore); queste osservazioni evidenziano l'incapacita
dell'artemetere di colpire 1 gametociti dello stadio V con potenza simile a quella dello
stadio IV o una miscela di gametociti dello stadio IV e V [72]. Pertanto, non ¢ semplice
confrontare la potenza dei derivati dell'artemisinina tra gli studi, proprio come altri
farmaci, ed ¢ necessaria una piattaforma di analisi standardizzata con parametri di analisi
uniformi per generare la riproducibilita dei risultati [11]. Anche l'attivita contro gli stadi
sporogonici ¢ stata studiata da Vos, il cui studio ha riportato un'inibizione del 20% a 5 uM
in SMFA diretto e un'inibizione maggiore (94%) in SMFA indiretto alla stessa
concentrazione [46]. Allo stesso modo Delves et al. [72] hanno riportato un'inibizione del
25-49% nel SMFA diretto su P. berghei e un'inibizione maggiore (75-99%) nel SMFA
indiretto su P. falciparum. Collettivamente questi risultati indicano che, come la DHA,
l'artemetere potrebbe non possedere una potenza significativa contro gli stadi sporogonici
del parassita. Inoltre, la scarsa idrosolubilita dell'artemetere, a parte le variazioni nei
parametri di analisi [11], puo giustificare le variazioni di potenza osservate nei vari studi

[59,140].
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1.7. 3 Artesunato

L'artesunato ¢ un derivato dell'artemisinina che non ¢ solo raccomandato come parte di un
ACT di prima linea per la malaria da P. falciparum non complicata insieme alla
meflochina, ma raccomandato anche come trattamento di prima linea nella sua forma
iniettabile per la malaria grave/complicata. L’artesunato ha .

dimostrato di essere gametocitocida in vari studi in vitro

contro gametociti allo stadio iniziale (ICy,: 4—13 nM [67];
2,9 nM [48]; 3,8 nM [85]; 72 nM [68]) e gametociti allo 6NOH
stadio maturo (ICy;: 49 nM [stadio IV] [67]; 50 nM Artesunato
[dosaggio pLDH] [44]; 380 nM [137]; 59 nM [47]; 2,53 nM [85]; 108 nM [68]). Al
contrario, pochi studi hanno dimostrato una potenza comparativamente inferiore contro i
gametociti in fase avanzata (ICs,: > 10,601 uM [67]; 10,83 uM [51]; 2,3 uM [96]). Come
riportato in precedenza, i test basati sull ATP [51,96] sono indicatori errati dell'attivita
gametocitocida degli endoperossidi, quindi la scelta del test potrebbe essere parzialmente
responsabile di questa variazione [50]. Pertanto, utilizzando questi test in vitro, ¢ possibile
eseguire solo un confronto limitato per gli endoperossidi. I saggi di vitalita funzionale o di
formazione di gameti o SMFA potrebbero fornire una migliore comprensione dell'attivita
di blocco della trasmissione di tali farmaci. Bolscher, Miguel-Blanco e Vos hanno riportato
una potente attivita dell’artesunato nel bloccare la gametogenesi femminile (ICy,: 110 nM
[44]; 640 nM e ~100% di inibizione a 5 uM [45]; 100% di inibizione a 5 pM [46]). Al
contrario, in altri studi ¢ stato riportato un potenziale inibitorio molto inferiore contro la
formazione dei gameti femminili (~0% di inibizione a 1 uM [58]; < 10% di inibizione a 1
uM [59]). L’artesunato ha anche mostrato la capacita di ridurre il numero di oocisti di P.
falciparum in SMFA indiretti (ICs,: 0,1 ng/mL [141]; inibizione del 100% a 5 pM [46];
inibizione del 75-99% a 10 uM [72]). Sebbene abbia mostrato una completa inibizione nel

bloccare la formazione di oocisti di P. falciparum a 5 uM (SMFA indiretto), nessuna
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inibizione & stata osservata nel saggio SMFA diretto alla stessa concentrazione [46].
Delves et al. hanno riportato un'inibizione dello 0-25% nel saggio SMFA diretto su P.
berghei [72]. Anche Bolscher et al. hanno dimostrato una riduzione > 50% nella densita
delle oocisti a 1 uM in SMFA indiretto, mentre la riduzione ¢ stata comparativamente
minore nel saggio diretto. Nessuna significativa inibizione nella prevalenza di oocisti €
stata osservata in SMFA diretti o indiretti a 1 uM [44]. Collettivamente questi risultati
indicano che l'artesunato non possiede alcuna significativa attivita sporontocida contro P.
falciparum.

Nessuna diminuzione nella prevalenza dei gametociti (23% al basale vs 24% giorno 7) e
della densita media dei gametociti (12 gametociti/uL al basale vs 16 gametociti/uL al
giorno 7) ¢ stata osservata dopo la fine del corso di 7 giorni di monoterapia orale con
artesunato in uno studio condotto nel Mali. Anche se la prevalenza dei gametociti ¢
diminuita significativamente al giorno 21, 1 gametociti maturi non erano ancora
completamente eliminati (basale [23%] vs giorno 21 [6%]). Inoltre, anche la durata della
circolazione dei gametociti ¢ diminuita in modo significativo al 28° giorno di follow-up,
ma la monoterapia orale con artesunato non ha avuto successo nell'eliminare
completamente i gametociti maturi e nel prevenire la comparsa di nuovi gametociti di

stadio V [142].

1.8 Tipi di ACT

La sezione seguente si occupa di vari ACT e del loro potenziale di blocco della
trasmissione. Poiché tutti gli ACT sono potenti combinazioni di farmaci schizonticidi e
accelerano l'eliminazione dei parassiti asessuati, impediscono la produzione di nuovi

gametociti da parassiti asessuati [143].
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1.8.1 Artemetere + lumefantrina

Questa combinazione ¢ stata approvata dalla FDA nel 2009 per il trattamento della malaria
da P. falciparum non complicata. Artemetere + lumefantrina (AL) ¢ associata ad una
rapida riduzione della gametocitemia e del tasso di circolazione ematica dei gametociti
negli adulti e nei bambini [126,144,145]. Il confronto di AL con altri ACT come DHA-
piperachina (DP) in termini di potenziale blocco della trasmissione produce risultati
contrastanti. Pochi studi hanno dimostrato 1'efficacia della DP rispetto ad AL in parametri
come la riduzione post-trattamento della durata della circolazione dei gametociti e il
rischio di sviluppare gametocitemia,[133,146,147] mentre altri studi hanno mostrato un
maggiore potenziale di riduzione dei gametociti di AL rispetto a DP [126]. Tuttavia, tutti
questi studi che descrivono una maggiore potenza della DP rispetto alla AL si basavano
solo sulla valutazione microscopica della gametocitemia periferica, che ¢ un marker
surrogato per l'infettivita e il potenziale di trasmissione [148-150]. AL ¢ risultata essere
superiore a DP [151], AQ + AS [130,151], AS + SP [130], AS + MQ [152] nella riduzione
della durata di circolazione dei gametociti e superiore ai non-ACT nella riduzione della
durata di circolazione dei gametociti e nell’infettivita delle zanzare [129,153,154]. Sebbene
gli studi clinici abbiano dimostrato una sostanziale capacita di riduzione dell'infettivita
delle zanzare da parte di AL [128,129,155], l'infettivita delle zanzare non viene del tutto

abolita [128,149,156].

1.8.2 Artesunato + amodiachina

Le combinazioni di farmaci che coinvolgono l'artesunato sono associate a tassi di durata
della circolazione dei gametociti significativamente piu bassi come osservato da studi
clinici in Nigeria [143,157], Costa d'Avorio [145] e Kenya/Senegal/Gabon [158]. In uno
studio multicentrico che ha coinvolto bambini del Kenya, Senegal e Gabon, ¢ stata

osservata una significativa riduzione del carico di gametociti con artesunato + amodiachina
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(AS + AQ) rispetto alla sola AQ dal giorno O al giorno 21 del follow-up; non ¢ stata

riscontrata una differenza significativa tra i due bracci, al giorno 28 [158].

1.8.3 Artesunato + meflochina

Artesunato + meflochina (AS + MQ) ¢ utile rispetto ad altri ACT e non-ACT in termini di
clearance dei gametociti piu rapida e diminuzione della durata della circolazione dei
gametociti [86,133,144,159-161]. I pazienti arruolati in uno studio clinico in Myanmar, a
dose fissa di AS + MQ, hanno avuto tassi di circolazione dei gametociti post-trattamento
piu bassi rispetto ad altri ACT [133]. Sebbene i tassi di circolazione siano diminuiti nel
corso del follow-up, la completa eliminazione della gametocitemia non ¢ stata raggiunta
dopo 1l ciclo di trattamento standard in studi separati condotti in Myanmar [133] e
Thailandia (dove sono stati necessari almeno 28 giorni per eliminare completamente i
gametociti) [161]. Pertanto si puo affermare che la clearance della gametocitemia da parte
dell'artesunato e delle sue combinazioni potrebbe essere in parte dovuta alla rapida

eliminazione della parassitemia asessuata [77].

1.8.4 Artesunato + sulfadossina/pirimetamina

Studi clinici suggeriscono che artesunato + sulfadossina/pirimetamina (AS + SP)
determinano una minore capacita di circolazione ematica e prevalenza di gametociti
durante il follow-up rispetto al basale [162]. Anche AS + SP ¢ risultata essere superiore a
SP [163,164] e ai non-ACT [78,165] in termini di riduzione della gametocitemia post-
trattamento. Sebbene dopo 14 giorni di follow-up sia stato riscontrato che AS + SP riduce
la prevalenza e la densita dei gametociti, una percentuale significativa di gametociti
persisteva ancora ed era sufficiente per continuare la malattia. Inoltre, I'aggiunta di un
farmaco gametocitocida diretto, la primachina, ha ridotto la prevalenza dei gametociti e la

loro circolazione a livelli inferiori alla soglia teorica per l'infezione della zanzara [162].



30

1.8.5 Diidroartemisinina + piperachina

La combinazione diidroartemisinina-piperachina o DP ¢ un'alternativa efficace agli ACT di
prima linea universalmente adottati, non solo per la sua capacita di eliminare i parassiti
asessuati ma anche per la chemioprofilassi grazie alla maggiore emivita della piperachina
rispetto ad altri farmaci presenti in ACT [166]. Questa combinazione ¢ efficace anche
contro i gametociti in termini di diminuzione post-trattamento della loro prevalenza e della
durata della loro circolazione [121,146,147,166-169].

Tuttavia, ¢ stato riscontrato che l'aggiunta di un farmaco gametocitocida diretto, come la
primachina, riduce ulteriormente la durata di circolazione dei gametociti e, quindi, la
combinazione DP-primachina potrebbe avere una migliore probabilita di diminuire la
trasmissione della malaria rispetto alla sola DP [134,168,170]. Una dose bassa di DHA,
inferiore a 6 mg/kg (limite inferiore di DHA precedentemente raccomandato dalla FDA), ¢
associata a un rischio 1,6 volte maggiore di gametocitemia periferica al giorno 7 rispetto
alla dose piu alta, = 6 mg/kg [167]. Quindi, I'OMS ha aumentato la dose raccomandata per
la DP ad un minimo di 7,5 mg/kg nei bambini di peso inferiore a 25 kg [121].

Studi di confronto tra DP e altri ACT come AL, AS + MQ hanno rivelato risultati
contrastanti. Sebbene la DP sia risultata inferiore ad altri ACT in termini di riduzione della
gametocitemia, era comunque migliore di molti non-ACT [150,153,171]. Questi risultati
sono stati ribaditi in una recente meta-analisi (WWARN), in cui ¢ stato osservato un
rischio significativamente piu elevato di comparsa di gametociti con DP rispetto ad altri
ACT come AL [121]. Inoltre, Sawa et al. hanno mostrato un'infettivita delle zanzare due

volte superiore nel gruppo DP rispetto al gruppo AL [149].
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1.9 Primachina
La primachina, una 8-amminochinolina, ¢ uno dei farmaci antimalarici piu antichi ed ¢

l'unico farmaco che blocca la trasmissione raccomandato per l'uso in contesti di

trasmissione da bassa a moderata [38]. In particolare, la o
-~ X
primachina ¢ raccomandata dall'OMS in dose da 0,25 mg/kg | N7
) . ) , C HN
(nelle aree minacciate dalla resistenza all'artemisinina o nelle \(\ANHz
aree prossime all'eliminazione, aree che non utilizzavano gia Primachina

la primachina indipendentemente dal problema della G6PD) o nella dose di 0,75 mg/kg
(paesi che utilizzavano gia 0,75 mg/kg di primachina prima che I'OMS modificasse il
dosaggio, ad eccezione dei pazienti con deficit di G6PD). E’ controindicata nelle donne in
gravidanza e nei bambini di eta inferiore ad 1 anno di vita. L'esatta modalita di azione della
primachina non ¢ ancora chiara [67] ma, proprio come altre 8-amminochinoline, puo
esercitare il suo effetto citotossico sui gametociti colpendo i mitocondri, attraverso
I’inibizione di alcune funzioni della catena di trasporto degli elettroni [172-174]. Poiché la
primachina ¢ un profarmaco, non agisce direttamente sui gametociti ma mediante la
generazione di metaboliti attivi, come risultato dell'attivazione metabolica CYP2D6-
dipendente. I1 CYP2D6 ¢ un enzima altamente polimorfico e quindi complica la nostra
comprensione della farmacologia di questo farmaco [40]. A causa della necessita di
attivazione metabolica, la primachina si ¢ dimostrata meno attiva in vitro con ICs,
nell’intervallo micromolare (ICy,: 1,2 uM [47]; 12,1 uM [49]; 2,2-6,5 uM [67]; > 11 uM
[69]; > 25 uM [175]). Questi risultati sono stati ulteriormente confermati in saggi di vitalita
funzionale, che hanno riportato solo una modesta inibizione della formazione di gameti
maschili (14,55% di inibizione a 1 pM [59]; aumento del 15% di exflagellazione a 10 uM
[72]) e formazione di gameti femminili (~0 % di inibizione a 5 uM [44]; 21,7% di
inibizione a 10 uM [45]; 17,77% di inibizione a 10 uM [59]) e anche in SMFA indiretto su

P. falciparum (40% di inibizione della formazione di oocisti a 5 uM [46]). La primachina
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si ¢ inoltre dimostrata inattiva contro gli stadi sporogonici di P. falciparum (inibizione
~0% a 5 uM [46]) e quella di P. berghei (inibizione ~0% a 10 uM [72]) in SMFA diretti.
Un derivato della primachina, la dietilprimachina, inibisce l'exflagellazione di P.
falciparum del 50-74% a 10 uM; tuttavia, non ¢ stata osservata alcuna attivita in SMFA
indiretti su P. falciparum e P. berghei alla stessa concentrazione [72]. Vos et al. hanno
riportato un'inibizione del 62% nella formazione di oocisti in SMFA indiretto su P.
falciparum da parte della dietilprimachina alla concentrazione 5 pM mentre non ¢ stata
osservata alcuna attivita in SMFA diretto alla stessa concentrazione [46].

Pertanto, si puo affermare che 1 test in vitro che coinvolgono il trattamento dei gametociti
con profarmaci, come la primachina, senza attivazione metabolica non sono affidabili per
valutare l'attivita gametocitocida o sporontocida [175]. Studi clinici avevano riportato una
certa potenza della primachina nella dose raccomandata di 0,75 mg/kg di peso corporeo
[122,133,162,176] ma a causa dei problemi di tossicita emolitica nei pazienti con deficit di
G6PD, la dose ¢ stata successivamente ridotta a 0,25 mg/kg [177-179]. Tuttavia, il
dosaggio di 0,25 mg/kg viene fornito con 1’avviso "evidenze di bassa efficacia" nelle linee
guida dell'OMS, suggerendo la necessita di ulteriori studi di conferma. Uno studio clinico
in Uganda ha mostrato che 0,75 mg/kg e 0,40 mg/kg di primachina assunti insieme ad AL
si sono dimostrati ugualmente potenti mentre dosi inferiori a 0,25 mg/kg (come la dose di
0,1 mg/kg) sono relativamente meno potenti e, quindi, hanno portato ad una maggiore
prevalenza di gametociti durante il follow-up post-trattamento rispetto al livello basale
[180]. Cio ha suggerito una plausibile relazione dose-risposta poiché la diminuzione della
dose di primachina si ¢ tradotta in una corrispondente diminuzione della clearance dei
gametociti. Goncalves et al., in uno studio condotto su bambini asintomatici, hanno
dimostrato che la primachina a dosi di 0,40 e 0,25 mg/kg, insieme ad AL, & equipotente in
termini di clearance dei gametociti e ha ulteriormente confermato questi risultati in studi

sull'alimentazione con membrana artificiale (SFMA) [155]. Tuttavia, AL ha ridotto
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sostanzialmente l'infettivita delle zanzare a livelli trascurabili, rendendo difficile valutare le
differenze nella risposta causata dalla dose di primachina aggiunta (0,25 o 0,40 mg/kg).
Altri studi clinici hanno riportato anche un significativo potenziale di blocco della
trasmissione della primachina a basso dosaggio [180—-184]. Molti studi hanno garantito la
sicurezza della primachina a basso dosaggio (0,25 mg/kg) non riportando episodi di eventi
avversi gravi come anemia emolitica grave ed emolisi acuta [183]. Tuttavia, ¢ stata
segnalata anemia emolitica acuta nel 4,4% dei pazienti che vivevano in Tanzania, con
conseguente calo dell'emoglobina = 25% nel braccio di trattamento con primachina da 0,25
mg/kg [182]. In uno studio su pazienti del Myanmar, una dose giornaliera di 0,25 mg/kg ¢
risultata associata al 34-48% di emolisi; tuttavia, 1 pazienti non sono stati testati per il loro
stato di attivita della G6PD [185]. Inoltre, alcuni studi su pazienti con deficit di G6PD
trattati con dosi inferiori di primachina (0,25 mg/kg o tre dosi di 0,25 0 0,50 mg/kg) hanno
riportato casi di nefrotossicita [179,186,187]. In tali casi, non ¢ possibile escludere
l'esistenza di comorbilita e gli eventi avversi come un danno renale potrebbero essere
dovuti all'esacerbazione della condizione di comorbilita da parte della primachina piuttosto
che indotti indipendentemente dalla primachina. Gli studi suggeriscono che i problemi
emolitici correlati alla primachina non sono limitati solo ai casi con deficit di G6PD
[39,155,178], ma indicano decisamente un rischio sostanzialmente maggiore nei pazienti
con deficit di G6PD [41]. Sono necessari studi per raccogliere ulteriori prove relative alla
sicurezza e all'efficacia della primachina a basso dosaggio, allo scopo di aumentare il suo

grado di applicabilita in termini di popolazione bersaglio ed eta.

1.10 Tafenochina
La tafenochina ¢ stata recentemente registrata per la prevenzione delle ricadute nei pazienti
con malaria da P. vivax [188]. Tafenochina e primachina appartengono alla classe delle 8-

amminochinoline; tuttavia, differiscono in termini di:



34

- emivita: la tafenochina ha una maggiore emivita media plasmatica (14 giorni) rispetto
alla primachina (6 ore)

- potenza: la tafenochina ha una potenza piu elevata della primachina contro gli stadi
asessuati del Plasmodium [189].

Sebbene abbia mostrato potenza contro piu stadi di P. falciparum, inclusi stadi eso-
eritrocitari [72,190-192] e forme asessuate eritrocitarie [193- CFs

196], si limita la discussione agli stadi sessuati negli ospiti, in

altre parole, 1 gametociti e gli stadi sporogonici all'interno del o 7 '\

vettore. E stato riscontrato che la tafenochina (come la | NG o~
primachina) ha come bersaglio lo sviluppo dei gametociti HN\(\/\NHz
(valori IC, = 8,1-8,8 uM [197]; 3,6-4,5 uM [67]; 4,8 uM [85]; Tafenochina

3,6 uM [48]) e gametociti in fase avanzata (valori ICs, = 9,8-11,1 uM [197]; 2,4-3.4 uM
[67]; 2,5 uM [43]; 4,6 uM [85]). Questa potenza gametocitocida non ottimale ¢ stata
confermata anche nei test di inibizione della gametogenesi (ICy,: 7,6 uM [45]; inibizione
del 29,1% nella formazione di gameti femminili a 5 uM [44]). Sebbene uno studio abbia
dimostrato un'inibizione del 75% nello sviluppo di oocisti a 5 uM in SMFA indiretto su P.
falciparum, non ¢ stata osservata alcuna attivita in SMFA diretto alla stessa
concentrazione, suggerendo la mancanza di qualsiasi attivita sporontocida [46]. La
tafenochina ¢ inefficace anche contro i gametociti di P. berghei alle concentrazioni testate
nei topi [198] e ha impedito lo sviluppo degli sporozoiti solo a una dose minima efficace di
25 mg/kg, molto piu alta della corrispondente dose della primachina (1,25 mg/kg). Quando
la tafenochina ¢ stata testata contro P. yoelli nigeriensis nei topi, non ¢ stata osservata né
attivita gametocitocida né sporontocida [196,198].

C'¢ ancora un numero insufficiente di studi che dimostrano l'effetto di blocco della
trasmissione sul parassita della malaria umano P. falciparum; ¢ disponibile, perd, uno

studio che coinvolge P. vivax. In questo studio, in cui le zanzare infettate per la prima volta
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da P. vivax sono state nuovamente nutrite con topi non infetti (trattati con tafenochina alla
dose di 25 mg/kg) dopo 4 giorni, ¢ stata osservata una significativa riduzione del numero di
sporozoiti all’interno delle zanzare [199]. Un recente studio di Kemirembe ha descritto
interazioni antagoniste della tafenochina con 1 farmaci ACT-associati, quando testati in
vitro contro 1 gametociti; tuttavia, quando testata contro le forme asessuate la tafenochina
interagisce sinergicamente con i farmaci ACT-associati, [197]. Sebbene siano necessari piu
studi in vivo, sulla base dei dati esistenti sembra che 1'unico modo in cui la tafenochina puo
colpire 1 gametociti (quindi la trasmissione) ¢ mirare alle fasi asessuate con maggiore
potenza (interazioni sinergiche con farmaci ACT-associati) riducendo cosi la generazione
de novo dei gametociti. In termini di parametri di sicurezza e farmacocinetica, la
somministrazione concomitante di ACT e tafenochina non ha alcun effetto clinicamente
significativo sulla farmacocinetica di nessuno dei due e quindi non richiede alcuna
alterazione del dosaggio [200].

Le caratteristiche comuni e pit importanti condivise sia dalla primachina che dalla
tafenochina includono il rischio di sviluppo di emolisi acuta in soggetti con deficit di
G6PD e la necessita di attivazione metabolica da parte del CYP2D6 [193,200-202].
Tuttavia, come mostrato in un recente studio sui metabolizzatori intermedi (relativamente a
CYP2D6), sebbene l'efficacia della tafenochina non diminuisca a livelli simili alla
primachina, i1 risultati dovrebbero essere convalidati anche nei metabolizzatori lenti
(CYP2D6) [201]. E attualmente operativo uno studio clinico che valuta la sicurezza e la

tollerabilita della tafenochina in volontari con deficit di G6PD [203].

1.11 Blu di metilene
Il blu di metilene, un composto eterociclico aromatico e uno dei pilt antichi antimalarici
sintetici, ¢ stato recentemente oggetto di rinnovato interesse per la malaria a causa della

sua convenienza e dell'attivita gametocitocida sugli stadi maturi [31,177]. Un altro
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vantaggio del blu di metilene ¢ lo status di farmaco registrato in molti paesi, quindi
svilupparlo come farmaco gametocitocida ¢ molto piu facile rispetto ad un nuovo
composto.

Sebbene il meccanismo con cui questo farmaco esercita 1 |

_N S N__
suoi effetti inibitori sui gametociti allo stadio V non sia P
N

esattamente noto, il meccanismo d’azione potrebbe essere Blu di metilene
l'inibizione della glutatione reduttasi [204] o la prevenzione della formazione di emozoina
[54,67]. La potenza del blu di metilene contro i gametociti si evidenzia a concentrazione
nanomolare sia contro i gametociti precoci (ICs,: 29,64 nM [48]; 195 nM [50]; 13-20 nM
[67]; 280 nM [85]; > 75% inibizione a 150 nM [54]) sia contro i gametociti maturi (ICs,:
38 nM [43]; 530 nM [44]; 307 nM [47]; 29,5 nM [49]; 143-900 nM [50]; 490-760 nM
[51]; 12-258 nM [67]; 287 nM [85]; 12 nM [96]; 770 nM [137]; inibizione > 75% a 150
nM [stadio IV], inibizione del 50-75% a 150 nM [fase V] [54]). Inoltre, nei saggi di
inibizione della gametogenesi, il blu di metilene ¢ potente contro i gametociti maschili
(inibizione del 99,3% a 1 pM [58]; inibizione del 98,3% a 1 uM [59]) e 1 gametociti
femminili (ICs;: 300 nM [44] ; 920 nM [45]; inibizione del 95% a 5 pM [46]; inibizione
del 989% a 1 uM [58]; inibizione del 95,8% a 10 puM [59]). L'inibizione della
gametogenesi femminile ¢ dipendente dal tempo di incubazione come dimostrato da studi
che hanno riportato una potenza 13 volte inferiore a 24 ore rispetto a 48 ore (ICs,: 11,9 uM
(24 ore) vs 0,92 uM (48 ore) [45]) e (ICsy: 1,357 uM [24 ore] contro 0,242 pM [48 ore]
[42]). Esperimenti SMFA diretti e indiretti hanno ulteriormente fornito prove di conferma
dell'attivita di blocco della trasmissione operati dal blu di metilene [46,49,54]. Adjalley et
al. hanno riportato un blocco completo della trasmissione dei gametociti trattati con blu di
metilene in uno studio SMFA indiretto su P. falciparum (attivita del 99% a 38 nM) [54].
Allo stesso modo, D'Alessandro et al. hanno riportato una riduzione completa della

prevalenza e della densita delle oocisti con blu di metilene alla concentrazione 1 pM in
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SMFA indiretto [49]. Vos et al. hanno dimostrato l'equipotenza del blu di metilene in
SMFA sia indiretti che diretti (riduzione del 99% nella formazione di oocisti a 5 pM),
suggerendo che il blu di metilene possiede sia attivita gametocitocida che sporontocida
[46]. 1l potenziale di blocco della trasmissione del blu di metilene ¢ gia stato identificato e
quindi se ne pud proporre l'uso come agente bloccante la trasmissione insieme ad altri
farmaci antimalarici [24,31,205-209]. Ad esempio, il blu di metilene ha mostrato forti
proprieta gametocitocide se usato in combinazione con AQ o AS ad una dose di 10
mg/kg/giorno per tre giorni (prevalenza dei gametociti al giorno 7: 18% nel gruppo AS +
AQ vs 0% nel gruppo AS + blu di metilene / AQ + blu di metilene) [31]. Il blu di metilene
accelera anche l'eliminazione del parassita asessuato da parte dei farmaci schizonticidi
quando usati in associazione [208] e possiede sinergia con gli ACT [205]. II blu di
metilene ¢ un farmaco economico, ben tollerato e altamente biodisponibile con elevata
potenza contro gli stadi sessuati del parassita della malaria e con potenziale per essere
utilizzato come farmaco bloccante la trasmissione [210,211]. Considerando la minaccia
della resistenza all'artemisinina e dei problemi di sicurezza associati alla primachina, il blu
di metilene ¢ un'alternativa promettente. Inoltre, essendo un farmaco con proprieta sia

gametocitocide che sporontocide ha un ulteriore vantaggio su altri agenti antimalarici.

1.12 Arterolano
L’arterolano ¢ gia approvato per I'uso in combinazione con la piperachina in India e in
diversi paesi africani. La sua attivita gametocitocida in vitro ¢ nel range micromolare

contro 1 gametociti allo stadio maturo (ICy,: 6,4 uM

NH,
o-O \O}NH [96]). Analogamente ad altri endoperossidi testati,
o I’arterolano ha dimostrato un'elevata potenza contro
Arterolano

1 gametociti dallo stadio I allo stadio IV (ICs;: 2-8

nM) e si ¢ dimostrato inattivo contro i gametociti allo stadio V (IC5, > 12,5 uM) [67].



38

Tuttavia, ha mostrato un'elevata potenza nei test di vitalita funzionale/inibizione della
gametogenesi e negli studi SMFA. 11 potenziale di inibizione della gametogenesi
femminile dell’arterolano ¢ stato osservato indipendentemente da Bolscher et al. (> 98% di
inibizione a 5 pM [44]), Miguel-Blanco et al. (ICy,: 3,59 uM [45]) e Vos et al. (98% di
inibizione a 5 pM [46]). Invece la completa inibizione dell'exflagellazione dei gametociti
maschili ¢ stata osservata a 10 uM da Delves et al. [72]. L’arterolano inibisce anche la
formazione di oocisti di P. falciparum del 75-99% a 10 uM [72] e del 98% a 5 uM [46] in
SMFA indiretti. L’arterolano ¢ relativamente inattivo nei SMFA diretti su P. falciparum
(27% di inibizione a 5 uM [46]) e P. berghei (1-24% di inibizione a 10 pM [72]),
suggerendo la mancanza di qualsiasi attivita sporontocida proprio come altri endoperossidi.
Toure et al. hanno riportato una maggiore prevalenza di gametociti nel gruppo arterolano-
piperachina rispetto al gruppo AL al giorno 7 e 14 e completa clearance dei gametociti in
entrambi 1 bracci di trattamento al giorno 28 del follow-up [212]. I dati clinici attuali non
sono conclusivi per assegnare la capacita di blocco della trasmissione all’arterolano perché
la maggior parte degli studi ha misurato solo la gametocitemia periferica e non l'infezione
della zanzara [11]. Sono necessari ulteriori studi che utilizzano un metodo di rilevamento

della gametocitemia piu sensibile e la valutazione dell'infettivita delle zanzare.

1.13 Bulachina
La bulachina o CDRI 80/53, un analogo enamminico della primachina, ¢ stata sviluppata

come agente ipnozoiticida contro P. vivax [213]. Sono state riportate anche proprieta

profilattiche contro il parassita della malaria delle _0 N

scimmie P. cynomologi [214]. La bulachina, essendo un | N~

profarmaco della primachina, risulta essere molto piu HN\(\/\H N
sicura [215,216] anche per 1 pazienti con deficit di Bulachina o °

G6PD [213]. E’ autorizzata (solo in India) non come agente gametocitocida ma come cura
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radicale della malaria da P. vivax [217]. Secondo Puri et al., una singola dose di 1,25
mg/kg entro 24 ore dalla sua somministrazione ¢ in grado di bloccare completamente
l'infettivita delle zanzare nelle scimmie rhesus infettate da P. cynomologi [216]. Tuttavia,
la bulachina ¢ priva di qualsiasi significativa attivita sporontocida [216]. In uno studio
clinico una singola dose di bulachina (1,25 mg/kg) ha superato la primachina (0,75 mg/kg)
in termini di riduzione della prevalenza dei gametociti periferici (positivita dello striscio al
giorno 8: 65% per primachina vs 32% per bulachina; gametociti vitali al giorno 8 testati
tramite exflagellazione: 52% per primachina vs 12% per bulachina) e di densita dei
gametociti (densita gametociti media all’8° giorno/uL: 543 [+ 128,75] per primachina e
161,01 [+ 32,76] per la bulachina), quando questi farmaci sono stati somministrati con una
combinazione di chinina (30 mg/kg/giorno) e doxiciclina (100 mg/giorno) [218].

In questo studio, tuttavia, la completa clearance dei gametociti ¢ stata osservata solo a
partire dal quindicesimo giorno [218]. La bulachina deve essere ulteriormente valutata

negli studi clinici per potere valutare a pieno le sue proprieta terapeutiche.

1.14 Doxiciclina

La doxiciclina ¢ una tetraciclina sintetica ed ¢ un efficace agente chemio-profilattico e
schizonticida [219]. E raccomandata dall'lOMS in combinazione con chinina o artesunato
nei casi di follow-up per la malaria grave o in combinazione con altri antimalarici per la

malaria da P. falciparum non complicata [118]. La

: OHON

doxiciclina risulta inattiva contro tutti gli stadi dei

gametociti (IC;,> 12,5 uM [67]; ~0% di attivita a 5 uM

[44]). Non ¢& stata osservata alcuna inibizione della
Doxiciclina
gametogenesi maschile o femminile o dello sviluppo

delle oocisti dopo il trattamento con doxiciclina (ICs, > 25 uM [45]; 2,47% [maschi] e

34,12% [femmine] di inibizione della formazione di gameti a 1 uM [58]; ~0% di
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inibizione a 5 uM [44]). La doxiciclina ¢ anche controindicata nelle donne in gravidanza e

nei bambini di eta inferiore a 8 anni.

2. Potenziale di blocco della trasmissione di candidati farmaci antimalarici in fase di
sviluppo clinico
L'emergere e la diffusione periodica di parassiti resistenti ai farmaci sta rendendo
I’armamentario antimalarico piu ristretto e quindi evidenzia l'urgenza di sviluppare nuovi
farmaci antimalarici [11,18,24,220,221]. Le piattaforme di screening ad alto rendimento
hanno facilitato 1'identificazione di nuovi composti attivi contro le fasi eso-eritrocitarie, le
fasi eritrocitarie asessuate e i gametociti. Vari composti € loro combinazioni sono gia
entrati nello sviluppo clinico per la malaria o sono sul punto di entrare negli studi clinici.
Questa sezione illustra quindi potenziali farmaci antimalarici in sviluppo clinico,

specialmente in termini di capacita di blocco della trasmissione della malaria.

2.1 DDD107498 o M5717
DDD107498, una diammino-chinolina, € stata ottenuta attraverso l'ottimizzazione chimica
di una serie di composti basati su uno scaffold chinolin-4-carbossamidico disostituito

identificato dalla libreria di inibitori di proteina chinasi di Dundee. DDD107498 ¢ un

\/\D
A0S

potentemente in piu fasi del ciclo vitale del parassita N ﬁo

N

inibitore della sintesi proteica a lunga emivita che ha H
O~ _N

una nuova modalita di azione. Pu0d agire

della malaria e possiede anche eccellenti proprieta

o DDD107498
farmaco-simili [220]. Questo composto ¢ altamente
selettivo per 1 parassiti € non ¢ citotossico. Per quanto riguarda il blocco della trasmissione

della malaria, DDD107498 ha dimostrato una potenza eccellente contro i gametociti

maschili di P. falciparum (1Csy: 1,8 nM) e 1 gametociti femminili (ICs,: 1,2 nM) nei test di
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inibizione della gametogenesi maschile e femminile. Inoltre l'incubazione di 24 ore di
gametociti maturi con DDD107498 (SMFA indiretto) inibisce la formazione di oocisti
all'interno delle zanzare anofele (densita di oocisti ICs, = 1,8 nM, prevalenza di oocisti ICs,
= 3,7 nM). Questo candidato farmaco colpisce anche gli stadi sporogonici di P. falciparum,
dimostrando un valore di ICy, 10 nM in SMFA diretto. Ha anche dimostrato notevoli
proprieta sporontocide contro gli oocineti con ICs, 5 nM. Quando alle zanzare anofele ¢
stato permesso di nutrirsi di topi infettati da P. berghei dopo 24 ore di trattamento con 3
mg/kg di DDD107498, ¢ stata osservata una riduzione del 90,7% della prevalenza delle
oocisti e del 98,8% della loro densita. Questo ha successivamente portato ad una riduzione
del 93,8 e dell'88,6% della densita e della prevalenza di sporozoiti, rispettivamente. Inoltre,
quando a queste zanzare (precedentemente nutrite con topi infetti e trattati con
DDD107498) ¢ stato permesso di rifocillarsi su topi non infetti € non trattati, & stata
osservata una riduzione dell'89,5% del numero di topi che sviluppavano l'infezione allo
stadio ematico [220]. Altri ricercatori hanno anche riportato una potenza nanomolare di
DDD107498 contro i gametociti dello stadio I-V (ICs,: 2-9 nM) [67]. Oltre ad avere attivita
su piu stadi dei gametociti e sugli stadi sporogonici, DDD107498 ha dimostrato potenza
contro gli stadi asessuati ematici di P. falciparum e contro gli stadi eso-eritrocitari. Le sue
proprieta fisico-chimiche desiderabili, come lunga emivita e una nuova modalita d'azione,
lo rendono un farmaco ideale nelle terapie combinate. Inoltre, l'inibizione della sintesi
proteica attraverso il PfeEF2 (P. falciparum elongation factor-2) ¢ una modalita d'azione
desiderabile perche PfeEF2 ¢ espresso in piu stadi del ciclo vitale rendendo possibile
ottenere una terapia a dose singola per la malaria. Attualmente, questo candidato farmaco ¢

in fase di test di sicurezza ed ¢ sul punto di entrare negli studi clinici.
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2.2 Cipargamina

La cipargamina o KAE609/NITD609 ¢ stata sviluppata da Novartis ed ¢ uno dei candidati
piu avanzati nello sviluppo clinico [221]. Questo composto spiroindolonico non ¢ solo
attivo contro gli stadi asessuati di P. falciparum e P. vivax [222], ma ha anche il tempo di

eliminazione del parassita pit breve (<1 h) di qualsiasi antimalarico noto [223]. Inoltre, la

cipargamina ha dimostrato una potenza submicromolare R
. .o, . . . . . . . . F NH Cl
contro i gametociti di P. falciparum sia in fase iniziale che N Q
in fase avanzata e ha mostrato attivita a concentrazione 5  Cl H N
H
nM. I gametociti trattati con cipargamina si sono gonfiati
Cipargamina / KAE609

e arrotondati, indicando una perturbazione della stabilita

osmotica. Questo candidato farmaco ha anche mostrato attivita sporontocida dose-
dipendente con completa inibizione della formazione di oocisti a 500 nM in SMFA diretto
[224]. Dopo una singola dose di 8,1 mg/kg, ha determinato una riduzione = 85%
dell'intensita e della prevalenza di oocisti € sporozoiti € ha bloccato completamente la
trasmissione dei parassiti a topi non infetti [225]. Nello sviluppo preclinico, ha mostrato un
promettente profilo farmacocinetico e si ¢ dimostrato compatibile con la somministrazione
orale una volta al giorno nell'uvomo [226]. Anche un altro spiroindolone correlato,
KAF246, ha dimostrato potenza contro i gametociti di stadio I - V in vitro (IC,: 1-2 nM)

[67].

2.3 KAF156 (Ganaplacide)

KAF156, una imidazolopiperazina, ¢ gia stato valutato contro P. falciparum e P. vivax
negli studi di Fase Ila [227] e recentemente ¢ entrato in studi di combinazione di Fase IIb
con la lumefantrina in una nuova formulazione [228]. KAF156 ¢ attivo contro le forme
eritrocitarie asessuate (compresi i ceppi farmacoresistenti), gli stadi eso-eritrocitari e gli

stadi eritrocitari sessuati di P. falciparum [227]. KAF156 inibisce completamente la
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maturazione dei gametociti (allo stadio V) quando incubato con gametociti allo stadio
iniziale a concentrazione 50 nM per 5 giorni ed ¢ stato trovato attivo anche a 5 nM.
Inoltre, 1 gametociti in fase iniziale trattati con

0]
HoN \)J\ N ><(/ N _
K/ ) \/2_@ F KAF156 alla concentrazione 5 nM hanno
NH

completamente bloccato la formazione di oocisti

Q all'interno delle zanzare anofele. Questo composto

F

KAF156 / Ganaplacide & efficace anche contro gli stadi sporogonici del

parassita della malaria poiché ¢ stata osservata una riduzione > 90% nella formazione di
oocisti nello screening SMFA diretto [229]. Questi risultati sono stati ulteriormente
confermati in vivo quando topi infettati da P. berghei trattati con 100 mg/kg di KAF156
non sono risultati infettivi per le zanzare anofele[229]. Complessivamente KAF156 ¢ un
candidato farmaco antimalarico molto promettente che ha gia dimostrato il suo potenziale
contro piu stadi dei parassiti della malaria. Tuttavia, vengono segnalati anche alcuni
problemi di sicurezza come una funzionalita epatica anormale. Per questo motivo necessita
di ulteriore convalida in una popolazione pit ampia in termini di parametri di sicurezza
[223,227]. Una imidazopiperazina strettamente correlata, GNF179, ha dimostrato valori di
ICs, 3-9 nM contro i1 gametociti maturi € blocco completo della trasmissione alla
concentrazione 15 nM in SMFA indiretti [67]. Anche altre due imidazopirazine, KAI407 e
KDU691, hanno dimostrato una potenza submicromolare contro i gametociti di stadio I —

V [67] e una riduzione completa dello sviluppo di oocisti a 1 uM [230].

2.4 Artefenomel

Artefenomel o OZ439 ¢ l'ozonide di nuova generazione della famiglia dei [1,24]-
triossolani con una emivita piu lunga (46-62 ore) rispetto all'arterolano (2-4 ore).
Artefenomel ¢ attualmente in fase di sperimentazione in studi di combinazione di Fase IIb

con la ferrochina [231]. Come riportato dagli studi di Fase I, questo composto ¢ ritenuto
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sicuro a dosi fino a 1600 mg [232]. L'attivita antiplasmodiale (in vitro) contro gli stadi
asessuati dei ceppi resistenti all'artemisinina € un pregio di questo composto [221].

Negli studi preclinici artefenomel ha anche o-C
X >—'< >*0
N

mostrato una buona sicurezza durante lo

sviluppo embrio-fetale, rendendolo Q

. o . S Artefenomel / 0Z439
potenzialmente piu sicuro di altre artemisinine

da utilizzare nel primo trimestre di gravidanza [221]. Nonostante abbia un ruolo nella
clearance del parassita asessuato, artefenomel puo essere sviluppato come potente agente
bloccante la trasmissione. Studi in vitro hanno evidenziato le proprieta gametocitocide
contro i1 gametociti allo stadio iniziale (attivita del 70-85% a 1 pM (analisi della luciferasi)
[50] e gametociti allo stadio maturo (attivita del 70-85% a 1 uM [analisi della luciferasi]
[50] E interessante notare che Reader et al. (saggio basato su ATP, saggi PrestoBlue e
pLDH) e Vos et al. (saggio pLDH) hanno riportato una potenza inferiore contro gli stadi
maturi (< 30% di attivita a 1 pM [50]; 33 % di attivita a 5 uM [46]). Inoltre, Plouffe et al.
hanno riportato attivita solo contro i gametociti dallo stadio I allo stadio IV (ICs,: 2-11 nM)
e non contro lo stadio V (ICs, > 12,5 uM), come altri endoperossidi testati nel loro studio
[67]. La ragione di questa discrepanza non ¢ chiara, ma potrebbe essere dovuta a variazioni
intra-analisi, che hanno portato a variazioni di potenza per farmaci con una modalita
d'azione specifica a seconda del percorso biologico bersaglio del test [67]. Tuttavia, i saggi
di vitalita funzionale hanno dimostrato l'inibizione della gametogenesi maschile (attivita
del 75-99% a 10 uM [72]) e della gametogenesi femminile (ICs,: 150 nM [44]; inibizione
del 91% a 5 uM [46]) e hanno ulteriormente evidenziato il suo potenziale contro le fasi
mature dei gametociti. Successivamente, la riduzione della formazione di oocisti ¢ stata
segnalata anche in SMFA indiretti (ICs,: 83 nM [44]; inibizione del 99% a 5 uM [46];
inibizione del 75-99% a 10 uM [72]) confermando l'attivita gametocitocida. Tuttavia, non

era attivo in SMFA diretti su P. berghei (inibizione del 25-49% a 10 uM [72]) e su P.
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falciparum (inibizione dello 0% a 1 puM [44]; inibizione dello 0% a 5 pM [46]). Questi
risultati suggeriscono che il composto prende di mira preferenzialmente i gametociti € non
1 gameti, gli oocineti o le oocisti. Comunque, Upton et al. hanno mostrato la capacita di
artefenomel (a 6,5 mg/kg) di ridurre la trasmissione in ambienti a bassa trasmissione in un
modello di popolazione di laboratorio da topo a topo. Tuttavia la potenza nel ridurre
l'intensita di oocisti e sporozoiti e la prevalenza nell'intestino medio della zanzara erano
modeste (riduzione del 46% nell’intensita di oocisti, riduzione del 29% nella prevalenza di
oocisti) rispetto alla primachina (inibizione del 100% nell'intensita e prevalenza di oocisti e
sporozoiti a 6 mg/kg), ad AL (inibizione del 94% nell'intensita di oocisti, riduzione del
41% della prevalenza di oocisti, 68% di riduzione dell'intensita e prevalenza degli
sporozoiti a 57 mg/kg di artemetere / 11,7 mg/kg di lumefantrina) e a cipargamina
(riduzione = 85% dell'intensita e prevalenza di oocisti e sporozoiti a 8,1 mg/kg) [225]. In
un trial (CHMI), artefenomel (500 mg, dimensione del campione = 4) ha prodotto solo una
modesta riduzione del 21% della densita dei gametociti rispetto alla primachina (15 mg,
dimensione del campione = 5; riduzione del 90%) [233]. A causa della piccola dimensione
del campione, non ¢ possibile trarre alcuna prova conclusiva. E’ ovvio che per ottenere una
rappresentazione piu realistica dell'attivita di blocco della trasmissione di questo derivato

ozonidico sono necessari ulteriori studi clinici.

2.5 DSM265

DSM265 ¢ un inibitore triazolopirimidinico della diidroorotato ossidasi (DHODH), un

enzima che catalizza la biosintesi delle pirimidine del P. |:5s DSM265
falciparum. Non ha una potenza significativa contro i

e S .. N’N
gametociti in fase iniziale o avanzata nelle concentrazioni

testate (ICy,> 16 pg/mL) e ha dimostrato solo una riduzione

del 38% nella formazione di oocisti di P. falciparum a 1 ug/mL in SMFA indiretti [234].
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2.6 MMV 390048

MMV390048 appartiene alla classe delle amminopiridine ed ¢ gia testato negli studi di
fase I [235,236]. Questo composto ¢ attivo contro piu stadi parassitari compresi gli stadi
epatici, gli stadi eritrocitari asessuati e sessuati € quindi ha il potenziale per essere
utilizzato come cura a dose singola. MMV390048 colpisce sia i gametociti in fase iniziale
che in fase avanzata (stadio iniziale ICs,: 214 nM, stadio avanzato ICs,: 140 nM) [237]. Ha
una rapida azione contro i gametociti in fase avanzata, uccidendoli 2,5 volte piu
velocemente rispetto ai gametociti in fase iniziale. L'attivita FsC_ _N
gametocitocida di MMV390048 ¢ stata ulteriormente confermata N

in saggi di vitalita funzionale in cui l'inibizione della

. S . g MMV390048
gametogenesi maschile ¢ ottenuta con valori di ICs; = 90 nM

dopo sole 24 ore di co-incubazione tra gametociti maturi allo _S0O;
stadio V. e MMV390048. Questi risultati sono stati ulteriormente convalidati in SMFA
indiretti (incubazione di 24 h) in cui ¢ stata ottenuta una notevole riduzione della
formazione di oocisti (IC5,: 111 nM). Tuttavia, non ¢ stata osservata alcuna attivita diretta
contro gli stadi sporogonici di P. falciparum (riduzione < 25% delle oocisti a 1 pM, SMFA
diretto). Nel modello di trasmissione dall'ospite (topi Batch A) al vettore all'ospite (topi
Batch B), ¢ stata ottenuta rispettivamente una riduzione del 69% e del 30% della densita e
della prevalenza delle oocisti dopo che zanzare anofele sono state nutrite con topi infettati
da P. berghei (Batch A) pretrattati con 2 mg/kg di MMV390048. Ci0 ¢ stato seguito da una
successiva riduzione del 37% e del 47%, rispettivamente, della densita e della prevalenza
degli sporozoiti. Inoltre, ¢ stata osservata una riduzione del 10% della conseguente
infezione dello stadio ematico anche in topi non infetti (Batch B; zanzare che in
precedenza si nutrivano di topi infettati da P. berghei trattati con il farmaco [Batch A]). Un

effetto del 29% conferma ulteriormente la sua capacita di essere utilizzato come agente di
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blocco della trasmissione in ambienti a bassa trasmissione. Tuttavia, sono necessari studi di
blocco della trasmissione con il parassita della malaria umana, il P. falciparum, per
estrapolare ulteriormente il suo utilizzo per l'eliminazione della malaria. Tuttavia,
MMV390048, essendo un inibitore competitivo della proteina chinasi PI4K di P.
falciparum, mostra un'efficacia di legame comparabile (ICy, nello stesso intervallo) per la
proteina chinasi umana PIP4K2C. Sono necessarie indagini per accertare le implicazioni,
se presenti, di una eventuale attivita crociata contro la chinasi umana PIP4K2C quando

MMYV390048 & usato da solo o in combinazione con altri antimalarici [237].

2.7 Artemisone

L'artemisone ¢ un derivato semisintetico dell'artemisinina ed ¢ 4-10 volte piu potente
dell'artemisinina contro gli stadi asessuati di P. falciparum [238,239]. Ha mostrato una
notevole efficacia contro gli stadi asessuati negli studi clinici in Thailandia (Fase II) [221].
Vari studi hanno riportato la potenza dell'artemisone contro i gametociti in stadio iniziale
(ICs: 0,94 nM [48]; 2-3 nM [67]; 2,4 nM [85]; 1,94 nM [240]) e i gametociti in stadio
avanzato (IC,,: 4,9 nM [43]; 4 nM [solo stadio IV] [67];
1,7 nM [85]; 42,4 nM [240]; attivita del 75% a 5 pM [46]).

Tuttavia, come per altri endoperossidi, ¢ stata riportata

l'inattivita verso 1 gametociti allo stadio V (IC5,> 12,5 uM)

N
[Sj Artemisone  [67]. Nei saggi di vitalita funzionale, & risultato
20N

o O
notevolmente efficace nell'inibire la formazione di gameti

femminili (ICy,: 37 nM [44]; 940 nM [45]; attivita del 98% a 5 uM [46]). Sebbene Vos et
al. abbiano riportato un'inibizione del 98% nello sviluppo di oocisti di P. falciparum in
SMFA indiretto a 10 uM, il saggio diretto non ha riportato alcuna inibizione alla stessa
concentrazione, suggerendo la mancanza di qualsiasi attivita sporontocida [46]. Dai dati

attualmente disponibili, si pud affermare che l'artemisone possiede attivita contro i
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gametociti ma non ha alcun potenziale sporontocida significativo. Da notare che uno studio
in Cambogia per valutare l'efficacia dell'artemisone in pazienti affetti da malaria da P.

alciparum non complicata ¢ stato interrotto prima dell'arruolamento dei pazienti [241].
P P P p

2.8 Fosmidomicina

La fosmidomicina ¢ un antibiotico e un substrato competitivo della reduttoisomerasi
DOXP, un enzima chiave nella via biosintetica degli isoprenoidi ed essenziale per gli stadi
eritrocitari del Plasmodium [242]. E gia stata studiata come trattamento per la malaria
acuta da P. falciparum in monoterapia [243,244] o in combinazione con artesunato [245] o

clindamicina [246-248] o piperachina [249] con cui ¢

O
AN 1

attualmente in fase II di sperimentazione [249250]. La O '}‘/\/\P\_OH
OH OH

fosmidomicina ¢ priva di qualsiasi attivita gametocitocida o
Fosmidomicina

significativa in vitro [44,45,67,85] o in studi clinici [243,247].

Inoltre migliora la gametogenesi [44], la formazione di oocineti [72] e la durata della
circolazione ematica dei gametociti negli studi clinici [244,247,251-253]. In uno studio
[245] la combinazione di fosmidomicina e artesunato ha dimostrato bassi livelli di
circolazione dei gametociti, ma ci0 potrebbe essere dovuto all'attivita dell'artesunato
piuttosto che all'attivita gametocitocida diretta della fosmidomicina [242]. Dai dati attuali,

il ruolo diretto della fosmidomicina come agente gametocitocida non ¢ chiaro e le

informazioni sono insufficienti per utilizzarla come agente bloccante la trasmissione.

2.9 Ferrochina

La ferrochina ¢ un derivato della clorochina con una porzione ferrocenica incorporata nella
catena laterale della 4-amminochinolina. Questo composto ha mostrato potenza contro gli
stadi eritrocitari asessuati di P. falciparum in vitro (contro ceppi CQ-sensibili e CQ-

resistenti), P. berghei in vivo e in studi clinici [250]. Sebbene sia sottoposto a studi clinici
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da solo e in combinazione con artesunato [254], € poco studiato per la sua attivita di blocco
della trasmissione. Un solo studio pubblicato sul parassita della malaria dei roditori P.
yoelii/An. stephensi ha valutato gli effetti della ferrochina sull'infettivita dei gametociti
[255]. I topi infettati da P. yoelli trattati con 5 mg/kg di
ferrochina sono associati a una riduzione del 60% e

dell'80 + 1% del numero di oocisti quando le zanzare

venivano nutrite con topi rispettivamente a 1,30 e 5 ore
dopo il trattamento con ferrochina. Una riduzione simile Ferrochina

nel numero di oocisti € stata osservata anche a 10 mg/kg (riduzione del 70 + 5% e del 90 +
2% quando le zanzare venivano nutrite con topi rispettivamente a 1,30 e 5 ore dopo il
trattamento con ferrochina) [255]. Tuttavia, ¢ difficile accertare se la riduzione osservata
sia dovuta all'attivita diretta della ferrochina contro i gametociti o alla sua attivita contro gli
stadi sporogonici all'interno della zanzara. Infine alcuni studi clinici hanno riportato

I’assenza di una significativa riduzione dei gametociti [256,257].

2.10 AQ-13

AQ-13 ¢ una 4-amminochinolina modificata nella catena propilica attaccata al gruppo
amminico. Questo candidato farmaco ¢ simile alla clorochina in termini di sicurezza,
efficacia e profilo farmacocinetico ed ¢ attualmente in studio clinico di fase II per il
trattamento della malaria da P. falciparum complicata [258]. Quando testato in vitro
contro 1 gametociti, AQ-13, proprio come altre 4-amminochinoline, ha colpito

efficacemente gli stadi iniziali (ICy,: 33-484 nM [67]; 453

N/\/\N . .

) nM [85]; 221 nM [48]). La potenza contro gli stadi maturi

/©\)j dei gametociti € minore in saggi gametocitocidi (ICs,: 6.0-
AQ-13 6.4 uM [67]; 61% di attivita a 5 uM [46]; 82% di attivita a

40 uM [85]), in saggi di inibizione della gametogenesi (ICs;: 15.8 uM [45]; 24.9% di
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inibizione della formazione di gameti femminili a 5 pM [44]; 50-74% di inibizione
dell'exflagellazione a 10 uM [72]) e negli SMFA indiretti su P. falciparum (49% di
inibizione a 5 pM, [46]; 25-49% di inibizione a 10 uM [72]). AQ-13 ¢ inattivo in saggi
SMFA diretti, evidenziando la sua incapacita di interrompere la sporogonia [46]. Si puo
concludere che negli studi clinici il potenziale di blocco della trasmissione di AQ-13 non ¢

ancora stato dimostrato.

2.11 P218
P218 ¢ un candidato antimalarico progettato contro la diidrofolato reduttasi di P.
Falciparum, un bersaglio condiviso anche da altri due farmaci antimalarici, la
pirimetamina ed il cicloguanile. Gli studi hanno dimostrato che P218 possiede potenza in
vitro non solo contro 1 parassiti di P. falciparum \H 0

2
sensibili e resistenti alla pirimetamina, ma anche N)\I/O\/\/O\Eg\gﬂ
contro P. chaubaudi [259]. Non ¢ stata HzN)l\N/

P218

segnalata alcuna significativa attivita
antiplasmodiale contro i vari stadi dei gametociti né nei test gametocitocidi in vitro (ICs:
12,5 uM [67]; 0% di attivita a 5 uM [46]) né nei test che misurano 1'inibizione della
gametogenesi femminile (ICs;: > 25 uM [45], ~0% di inibizione a 5 puM [44]). Tuttavia,
P218 ¢ attivo nell'inibizione della formazione di oocisti in entrambe le varianti di SMFA
(inibizione del 99 e 97% a 5 uM in saggio indiretto e diretto, rispettivamente [46]). Cio
suggerisce che, sebbene P218 non abbia alcuna attivita gametocitocida diretta, potrebbe
possedere un'attivita significativa contro gli stadi sporogonici del parassita; quindi puo
avere un ruolo nel blocco della trasmissione. Ulteriori studi dovrebbero valutare 1'effetto di

P218 contro le singole fasi di sviluppo sporogonico per confermare ulteriormente 1'effetto

sporontocida.
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2.12 ACT-451840
ACT-451840, sviluppato presso Actelion Pharmaceuticals, ¢ un antimalarico efficace

contro piu specie di Plasmodium, tra cui P. falciparum, P. vivax e P. berghei [260,261].

ACT-451840 uccide 1 gametociti maschili nei saggi di o)
exflagellazione di P. falciparum (ICy;: 5,89 nM) e [N]
successivamente diminuisce la densita delle oocisti N

(ICsy: 30 nM) e la prevalenza delle oocisti (IC,: 104

0]
nM). Tuttavia, non ¢ stata osservata alcuna inibizione N —
della formazione di gameti femminili fino a una ©\/_\«’¢O

N
concentrazione 20 uM. Inoltre, non ¢ risultato attivo [ j

N

contro stadi sporogonici del parassita fino a 1 uM

(SMFA diretto). Nell’insieme, questi risultati indicano NCQ) ACT-451840
che l'attivita di blocco della trasmissione di ACT-451840 ¢ dovuta alla sua attivita
gametocitocida diretta piuttosto che al suo effetto sugli stadi sporogonici [260]. ACT-

451840 risulta ben tollerato fino a dosi di 500 mg e la sua disponibilita aumenta in

presenza di cibo [262].

2.13 Artemesinina-naftochina
L'artemesinina-naftochina (ART-NQ) ¢ una nuova terapia antimalarica co-formulata che ¢

stata approvata e commercializzata in vari paesi, tra cui Papua Nuova Guinea [221,263].

Questa combinazione ¢ uno schizonticida molto potente ed H ‘é
¢ efficace per il trattamento della malaria da P. vivax e da P. OH
falciparum [264]. La naftochina ha dimostrato una HN

maggiore potenza contro 1 gametociti allo stadio iniziale A

(ICsy: 14-296 nM) rispetto a quelli maturi (IC5,> 4.167 uM) c N Naftochina

[67]. Questa combinazione ¢ stata associata ad una maggiore circolazione periferica dei
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gametociti post-trattamento rispetto ad AL nei pazienti della Papua Nuova Guinea [265]. 11
trattamento ART-NQ ¢ collegato ad un aumento della densita dei gametociti post-
trattamento, della popolazione di gametociti sequestrati, del tempo di circolazione ematica
dei gametociti e del tempo necessario perché la densita dei gametociti scenda al di sotto
della soglia di trasmissione. I bambini trattati con ART-NQ diventano gametocitici piu
velocemente dei bambini del gruppo trattato con AL [266]. Benjamin et al. hanno riferito
che 1 pazienti trattati con ART-NQ (dose singola) sono risultati positivi per i gametociti al
14° giorno dopo il trattamento. Tuttavia, due dosi di ART-NQ sono associate ad una
minore circolazione dei gametociti dopo il trattamento rispetto alla dose singola al giorno
14 (20%, circolazione di gametociti a dose singola vs 9%, circolazione di gametociti a
doppia dose) suggerendo una relazione dose-risposta e un'ulteriore possibile riduzione
della circolazione dei gametociti dopo un regime di trattamento di 3 giorni [267]. Tijitra et
al. hanno riportato una riduzione della prevalenza dei gametociti (67,3-28,7% nelle prime
24 ore dopo il trattamento e 18,6% entro il giorno 3, dopo il trattamento con ART-NQ
[268]. Non ¢ chiaro se la riduzione riportata sia dovuta all'effetto della sola artemisinina o

alla combinazione di artemisinina e naftochina.

2.14 (+)-SJ733

(+)-SJ733 & un candidato clinico a struttura diidroisochinolonica ad azione rapida, molto

efficace contro gli stadi asessuati di piu ceppi di P. falciparum E F E

in vitro. (+)-SJ733 agisce sulla Na'-ATPasi PfATP4, un i Nj/
obiettivo condiviso da altri farmaci in fase di sviluppo, tra cui o | X
cipargamina, ed essenziale per la sopravvivenza dei parassiti NS0 N7

dello stadio sessuato [269]. 1l trattamento di topi infetti con N
(+)-SJ733, 1 ora prima dell'alimentazione delle zanzare, ha F (+) SJ733

bloccato la formazione di oocisti di P. berghei nelle zanzare anofele con una IC,, di 5
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mg/kg [270]. A causa della potente attivita antimalarica (inclusa l'attivita di blocco della
trasmissione), un buon profilo farmacocinetico (inclusa una elevata biodisponibilita orale e
un buon profilo di sicurezza) ed una minore propensione dei parassiti a diventare resistenti
(a causa di scarsa idoneita dei mutanti PFATP-4), questo candidato farmaco ha iniziato gli
studi clinici. Uno studio clinico che coinvolge la valutazione dei parametri di blocco della
trasmissione (gametocitemia e infettivita da zanzara post-trattamento) sta attualmente

reclutando pazienti [271].

2.15PA21A092
PA21A092 appartiene alla classe delle pirazoloammidi e colpisce PTATP4, un bersaglio
condiviso anche da due antimalarici in sviluppo clinico - la cipargamina e il composto (+)-

SJ733 [269,272]. Questo candidato preclinico ¢ attualmente @

sottoposto a studi preclinici sulla sicurezza in preparazione O N'N\
Na N\)J\N SN
dell'inizio degli studi di Fase I [273]. PA21A092 ¢ efficace /\L H F
contro diverse specie di parassiti della malaria, tra cui P.
PA21A092 Cl

falciparum e P. vivax. Non solo ha dimostrato una rapida

eliminazione dei parassiti asessuati di P. falciparum, ma colpisce anche i gametociti
maturi, come dimostra la sua capacita di inibire la gametogenesi maschile con una ICy, 39
nM e la gametogenesi femminile con una ICs; 74 nM [272]. Resta tuttavia da valutare
l'attivita diretta del composto contro gli stadi sporogonici del parassita all'interno della

zanzara.

2.16 Triossachine
Le triossachine sono molecole ibride contenenti due farmacofori - una frazione
triossano/triossolano, chiamata anche frazione ozonide (presente nell'artemisinina) e un

gruppo 4-amminochinolinico [274]. Un vantaggio intrinseco che le molecole ibride
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possiedono ¢ la possibilita di molteplici meccanismi d'azione (a causa della presenza di piu
farmacofori); quindi, dovrebbero presentare minori possibilita di sviluppo di resistenza ai
farmaci [11,15,18,24]. La frazione 4-amminochinolinica ¢ responsabile dell'impilamento
dell'eme e dell'inibizione della formazione di emozoina [274], mentre la frazione ozonide
provoca l'effetto citocida dovuto all'alchilazione dell'eme [274] e/o all’azione contro le

proteine e il proteasoma [275].
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Le triossachine sono agenti antimalarici efficaci in vitro e in vivo contro gli stadi
eritrocitari asessuati dei parassiti sensibili e resistenti alla clorochina [68]. Due delle prime
triossachine, DU1302 e DU2302, sono risultate altamente attive sia contro i gametociti allo
stadio iniziale (IC, [DU1302] = 69 nM, IC,, [DU2302] = 57 nM) che contro i gametociti
allo stadio finale (IC,, [DU1302] = 67 nM, IC,, [DU2302] = 46 nM). Tuttavia, DU1302
non ¢ stato sviluppato ulteriormente perché era strutturalmente inadatto allo sviluppo
clinico a causa della presenza di molti centri chirali [274]. Un composto piu recente,
PA1103/SAR116242, si ¢ dimostrato molto efficace non solo contro gli stadi eritrocitari
asessuati di P. falciparum in vitro a concentrazioni nanomolari, ma anche contro P. v.
vinckei/P. v. petteri in vivo; tuttavia, questo composto non ¢ stato ancora valutato contro i

gametociti.
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2.17 Tricostatina A
La tricostatina A (TSA) ¢ un antibiotico antimicotico appartenente ad una classe di farmaci
chiamati inibitori HDAC che vengono utilizzati per il trattamento del cancro. Il trattamento
con gli inibitori dell'HDAC, come la TSA, provoca un'iper-acetilazione degli istoni che
porta all'attivazione trascrizionale, responsabile
dell'attivita degli inibitori dellHDAC [276]. N
Sebbene non sia stata riportata alcuna significativa N

Tricostatina A
attivita gametocitocida diretta contro 1 gametociti
in stadio avanzato utilizzando un test basato sull' ATP a 5 uM [277], ¢ stata osservata una
riduzione significativa della vitalita dei gametociti alla stessa concentrazione utilizzando 1
test basati sull'imaging digitale (IC, stadio precoce = 90 nM, IC,, stadio avanzato = 70
nM) e i test basati sulla microscopia (inibizione > 70% della maturazione fino a gametociti
in stadio V). Le ragioni esatte di questa variazione del potenziale gametocitocida sono
sconosciute, ma la variazione potrebbe essere dovuta ai cambiamenti nel livello di maturita
dei gametociti testati (stadio V, nel saggio basato sull'imaging digitale; stadi IV-V, nel
saggio basato sull'ATP; stadi III-IV, nel saggio basato sulla microscopia) [277]. La TSA ¢
relativamente meno potente (ICs, = 0,22 uM) nei saggi di inibizione dell'exflagellazione in
modalita diretta (nessuna precedente incubazione di gametociti maturi con TSA),
un'osservazione che suggerisce la mancanza di qualsiasi attivita diretta contro i gameti
maschili. Un'ulteriore conferma della mancanza di qualsiasi significativa attivita
gametocitocida ¢ stata ottenuta dall'osservazione della completa assenza di inibizione nella
formazione di oocineti nel Plasmodium berghei fino a concentrazione 5 uM [277]. Inoltre,
dopo aver trattato separatamente i gametociti maturi con TSA a concentrazioni 29 e 260
nM per 1 ora, & stata osservata una riduzione rispettivamente del 21% e del 24% nel

numero di zigoti [276]. Analogamente, il trattamento di gametociti di stadio II con TSA a

concentrazioni 29 e 260 nM per 48 ore ha portato ad una riduzione rispettivamente del
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43% e del 67% nel numero di gametociti che passano allo stadio IV-V. Tuttavia, la TSA
non ha causato alcun ritardo nella maturazione dei gametociti. I gametociti delle fasi II-II1
sono piu vulnerabili rispetto a quelli in fase IV/V. In generale, la TSA sembra attiva contro
1 gametociti (soprattutto nelle fasi iniziali), ma relativamente inattiva contro le forme del
parassita presenti all’interno della zanzara. Questo indica anche che l'espressione genica
mediata dall'acetilazione dell'istone ¢ presente durante la gametocitogenesi ma assente
nelle prime fasi sporogoniche all'interno dell’intestino medio della zanzara [276].
Purtroppo la TSA, attiva anche contro gli stadi eritrocitari asessuati (IC5, = 8-11 nM
[278]), ¢ metabolicamente instabile e citotossica e non ¢ adatta allo sviluppo nella sua

forma attuale [279].

2.18 NPC-1161B

NPC-1161B, un analogo della 8-amminochinolina, ¢ I’enantiomero levogiro del (+)-8-[(4-
ammino- 1-metilbutilammino)]-6-metossi-4-metil-5-[3 4-diclorofenossi]chinolin succinato
(NPC1161C)). E’ un promettente antimalarico sottoposto
ad uno degli ultimi stadi dello sviluppo preclinico grazie
alla sua attivita antimalarica multistadio e alla ridotta
tossicita emolitica [280]. NPC1161B, attivo contro gli

stadi eritrocitari asessuati con una ICs, circa 500 nM, ¢

NPC-1161B anche in possesso di attivita in vitro contro gametociti in
stadio avanzato; tuttavia, l'attivita ¢ presente solo in concentrazione micromolare (ICy, =
3,8 uM [96]; 4,8 uM [85]; 2,03 uM [251]; 2,8 uM [67]). Nei test funzionali di vitalita,
I’exflagellazione di P. falciparum ¢ stata completamente inibita alla concentrazione 10 uM

[72] e nei test SMFA indiretti, lo sviluppo di oocisti ¢ stato inibito del 83% alla

concentrazione 5 M [282]. NPC-1161B ha dimostrato minor potenza contro i gametociti

femminili (ICs, = 6,07 uM [283]; 41,9% di inibizione a concentrazione 5 pM [284]; 42%
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di inibizione sempre a 5 uM [282]). Inoltre, la formazione di oocisti in P. berghei ¢ stata
inibita di oltre il 90% alla concentrazione 10 uM nel test SMFA diretto, un'osservazione
che suggerisce una possibile attivita sporontocida in P. berghei [72]. Uno studio condotto
da Vos et al. ha dato risultati contrastanti. In questo studio, nessuna considerevole
inibizione della formazione di oocisti ¢ stata osservata in P. falciparum usando lo stesso
test (27% di inibizione a 5 M [282]), un'osservazione che indica la mancanza di potenza
contro le fasi sporogoniche di P. falciparum. Nello stesso studio, ¢ stata osservata una
inibizione della formazione di oocisti dell’83% suggerendo che 1'inibizione osservata ¢ in
gran parte dovuta all'attivita diretta contro 1 gametociti. In contrasto con questa
osservazione, un'attivita del 16-42% nel saggio pLDH e nell'immunodosaggio di Pfs25
suggerisce invece la mancanza di attivita diretta verso i gametociti di P. falciparum. 1 dati
attuali sulla potenza necessitano di ulteriori indagini in vivo e di studi clinici che valutino
la capacita di bloccare la trasmissione.

E’ da ricordare che ¢ necessaria una preventiva attivazione metabolica delle 8-
amminochinoline (come per la primachina) da parte del CYP2D6 prima che i farmaci di
questa classe possano esercitare i loro effetti citocidi [28,202]. La potente attivita di blocco
della trasmissione di NPC-1161B osservata senza alcuna previa attivazione metabolica in
alcuni dei saggi suggerisce una modalita d'azione indipendente [72]; tuttavia, l'esatto

meccanismo d'azione rimane ancora da chiarire [285].

2.19 ELQ-300

ELQ-300 appartiene alla classe dei chinolon-3-diarileteri ed ¢ attualmente in fase di studio
preclinico [286]. Questa molecola prende di mira il complesso bcl del citocromo nei
mitocondri del parassita e inibisce la sintesi de novo delle pirimidine [287,288]. Non ¢
efficace solo contro gli stadi epatici, gli stadi eritrocitari asessuati e 1 gametociti, ma anche

contro gli stadi sporogonici - zigoti, oocineti e oocisti [288]. Colpisce anche 1 gametociti
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nei primi stadi (stadi I e II) a concentrazioni 100 nM e impedisce la loro maturazione oltre
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come risulta evidente dal basso valore di IC;, ™0 O N
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lo stadio IIl. Anche i gametociti dell'ultimo

stadio sono risultati suscettibili a ELQ-300, cl
(71,9 nM). ELQ-300 inibisce la formazione di ELQ-300
oocineti in vitro con una ICy, 56 nM. Un blocco completo nella maturazione delle oocisti
alla concentrazione 1 pM e una riduzione > 99% nel numero di oocisti a 100 nM nel
saggio SMFA diretto in P. berghei hanno evidenziato una potente attivita bloccante la
trasmissione. Questi risultati sono stati ulteriormente confermati in saggi di blocco della
trasmissione in vivo, nei quali a zanzare anofele femmine ¢ stato permesso di nutrirsi di
topi infettati da P. berghei, pretrattati con ELQ-300 (per 1 ora). Lo studio ¢ proseguito
monitorando lo sviluppo delle oocisti all'interno delle zanzare. Al giorno 10 post-infezione,
la trasmissione ¢ stata completamente bloccata utilizzando una dose di 0,1 mg/kg. ELQ-
300 ¢ anche notevolmente efficace contro le fasi sporogoniche di P. falciparum come
evidente da una riduzione del 95,9% nella formazione di oocisti a 10 nM in saggio SMFA
diretto [288]. Considerando la potente attivita gametocitocida e sporontocida, oltre alla sua
promettente attivita contro gli stadi epatici e quelli asessuati ematici, € stato ipotizzato che
ELQ-300 possa essere un farmaco efficace per una terapia a dose singola [288]. In
aggiunta ha dimostrato un'interazione sinergica con l'atovaquone, un farmaco dotato di
potenziale attivita di blocco della trasmissione: questi farmaci agiscono su siti diversi
all'interno dello stesso bersaglio farmacologico (citocromo bcl) [287]. Atovaquone e ELQ-
300 possono fare parte di una co-formulazione molto efficace che potrebbe essere
ulteriormente studiata come terapia di blocco della trasmissione. L'unico limite
significativo, tuttavia, ¢ la bassa idrosolubilita di ELQ-300. Questa limitazione ¢ molto
probabilmente dovuta alle sue proprieta altamente cristalline. Questa caratteristica sta

quindi ostacolando il passaggio dalle fasi precliniche a quelle cliniche. Questa scarsa
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solubilita in acqua non ha avuto alcun effetto sulla biodisponibilita orale a dosi piu basse,
ma si traduce in una diminuzione della biodisponibilita orale a dosi terapeuticamente
rilevanti, piu elevate, necessarie per stabilire la sicurezza e la tollerabilita [289]. Tenendo
conto della sua scarsa idrosolubilita, sono stati sviluppati profarmaci di ELQ-300 con
proprieta fisico-chimiche migliorate [286] mantenendo la stessa potenza contro il parassita
della malaria. Attualmente si stanno studiando strategie di formulazione come la riduzione
delle dimensioni delle particelle e le dispersioni solide per uno dei profarmaci di ELQ-300,
ELQ-337, per aumentarne la solubilita e la dissoluzione nel tratto gastrointestinale al fine
di migliorarne la biodisponibilita orale [286]. Oltre a ELQ-337, un altro profarmaco, ELQ-
331, ad una dose singola di 3 mg/kg ¢ stato recentemente trovato efficace contro P. yoelli
in un modello murino di infezione da malaria e attivo come farmaco profilattico [290,291].
Tuttavia, il potenziale di blocco della trasmissione dei profarmaci di ELQ-300 rimane

ancora da valutare.

2.20 BRD0608

BRDO0608 ¢ un composto sperimentale selettivo per i gametociti (stadio V, ICy, = 410-570

nM) rispetto agli stadi asessuati (ICy, = 7,3 uM) [67]. Tali s\

composti selettivi (l'altro esempio ¢ la primachina) se sviluppati H Eﬁ\

come farmaci, potrebbero avere un grande successo nella pratica © »,,I
OH

clinica perché sono meno soggetti alla resistenza farmacologica BRD0G0S

rispetto ai composti attivi anche contro gli stadi asessuati [11,28,67]. Occorre ricordare che

esiste sempre la possibilita di aumentare ulteriormente la potenza dei composti attraverso

approcci di chimica farmaceutica.
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2.21 Decochinato
Il decochinato o estere etilico dell’acido 6-deossi-7-etossi-4-o0sso-1H-chinolin-3-
carbossilico € un noto prodotto veterinario, utilizzato come coccidiostatico nei ruminanti.

Questo composto agisce in modo selettivo e specifico sul

citocromo bcl [292,293], un bersaglio condiviso anche o COOEt
dall'atovaquone. Ad oggi, non sono stati segnalati segni o N |

) H
significativi di resistenza crociata con l'atovaquone

Decochinato
[294,295]. 11 decochinato ¢ indicato come efficace contro

piu stadi di P. falciparum, compresi gli stadi asessuati e i gametociti. La sua notevole
attivita contro lo stadio eso-eritrocitario (ICy, = 2,6 nM), e lo stadio asessuato ematico (ICs,
= 10 nM), l'attivita gametocitocida nelle forme iniziali (IC5, = 36 nM) e la promettente
selettivita per P. falciparum rispetto alle cellule di mammifero lo rendono un potenziale
candidato farmaco antimalarico [294]. Non ¢ stata riportata alcuna attivita contro
gametociti, gameti maturi, oocineti o oocisti. Sebbene il decochinato sia piuttosto selettivo
per i1 parassiti della malaria, la sua scarsa solubilita/permeabilita/stabilita metabolica
rappresenta un problema che deve essere affrontato prima di poterlo sviluppare per 1’uso

umano.

2.22 MEFAS

II MEFAS, un sale ibrido derivato da due farmaci - meflochina e artesunato - € stato
formulato per migliorare ulteriormente l'attivita farmacologica dei due farmaci genitori. Il
MEFAS sembra ancora piu potente contro P. falciparum e P. berghei € meno citotossico
della meflochina o dell'artesunato o di una combinazione di artesunato e meflochina
[296,297]. L'attivita antimalarica del MEFAS ¢ attribuita alla sua capacita di colpire a
livello intracellulare il reticolo endoplasmatico e il vacuolo digestivo, possedendo quindi

due distinti meccanismi d'azione nei parassiti del Plasmodium [296].
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I gametociti maturi si sono dimostrati piu suscettibili al MEFAS (ICy, = 4,6 uM) che
all'artesunato (IC5, = 12,7 uM) o alla meflochina (ICy, = 16,5 uM) [90]. Cio ¢ stato
ulteriormente confermato nei test di vitalita funzionale, nei quali il MEFAS si ¢ dimostrato
piu efficace rispetto alla meflochina o all'artesunato, nell'inibire I'exflagellazione dei
gametociti maschili (IC, = 17 nM per il MEFAS, 120 nM per 1'artesunato e 570 nM per la
meflochina) e nell'attivazione dei gametociti femminili (ICy, = 20 nM per il MEFAS, 300
nM per l'artesunato, 5600 nM per la meflochina) [90]. I MEFAS ha mostrato un immenso
potenziale di blocco della trasmissione negli esperimenti preliminari in vifro, ma deve

ancora essere studiato nei saggi SMFA.

2.23 Epoxomicina e altri inibitori del proteasoma

L'epoxomicina, un inibitore del proteasoma, ¢ un antibiotico derivato dai batteri
Actinomiceti. Ha una potente attivita antimalarica a concentrazioni nanomolari contro gli
stadi eritrocitari asessuati di P. falciparum

O

O 0]
[137,298,299]. Czesny et al. hanno riportato una ,L H f}\
‘, N II' N
riduzione del 77% della gametocitemia O H o N0 H o

\‘\“ H
microscopica in vitro dopo un trattamento di 24
Epoxomicina
ore con una soluzione 100 nM e una riduzione
completa a 72 ore in concentrazione 10 nM [300]. Si sono verificate deformazioni

morfologiche nei gametociti trattati con epoxomicina, con conseguente comparsa di

parassiti aghiformi con larghezza di estremita ridotta [298]. Altri studi hanno confermato il



62

potenziale gametocitocida tardivo dell'epoxomicina attraverso la microscopia ottica (ICs, =
2,87 nM [301]), in saggi basati su pLDH (IC5, =7 nM [301]; 3,9 nM [302]), in saggi basati
su ATP (IC5, = 042 nM [303]; 1,6 nM [137]), in saggi con AlamarBlue (IC,, = 1,44 nM
[301]) e in saggi basati su immagini digitali (ICs, = 0,66 nM [85]). Anche se non sembra
inibire la gametogenesi maschile, I’epoxomicina alla concentrazione 100 nM ha portato
alla completa inibizione dello sviluppo di oocisti (prevalenza e densita) in entrambi i saggi
SMFA, indiretto [302] e diretto. Queste osservazioni suggeriscono che l'epoxomicina non ¢
in grado di colpire direttamente 1 gameti, ma ha un'attivita sporontocida, forse contro i
zigoti, gli oocineti e le oocisti; tuttavia, il preciso bersaglio nella zanzara resta da chiarire.
Nonostante il suo significativo potenziale di blocco della trasmissione, I'epoxomicina non ¢
mai diventata un vero candidato farmaco clinico a causa delle sue scarse proprieta
farmaceutiche, dovute alla presenza di uno scheletro peptidico e di una funzione epossi-
chetonica labile, ma fondamentale, che rappresenta il farmacoforo [304]. Inoltre, la
mancanza di selettivita per i parassiti di P. falciparum rispetto alle cellule epatiche G2
[303] o murine 3T3 [298] o A549 [298] non solo evidenzia la sua reattivita crociata per il
proteasoma dei mammiferi, ma ne ostacola anche lo sviluppo come farmaco per 1’utilizzo
umano. Tuttavia, queste difficolta non devono scoraggiare 'uso del proteasoma di P.
falciparum come bersaglio antimalarico. A riprova di ci0 recentemente ¢ stato chiarito che
anche l'artemisinina agisce sul proteasoma danneggiando le proteine [275].

E possibile sviluppare sia inibitori piil selettivi del proteasoma del parassita che potenti
derivati dell'epoxomicina che possiedano migliorate proprieta farmacologiche e potenza
simile o aumentata: questi derivati potranno entrare nello sviluppo clinico come candidati
farmaci capaci di bloccare la trasmissione del parassita [305]. Il carfilzomib, un inibitore
del proteasoma di nuova generazione, ¢ molto attivo contro i gametociti in stadio avanzato

(ICs, = 4 nM [306]) e mostra azione sinergica con l'artemisinina [307]. Anche un altro
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inibitore del proteasoma, la carmaficina B ha mostrato una significativa attivita

gametocitocida contro 1 gametociti allo stadio V (ICs, = 160 nM [305]).

;74‘\ 9 HA‘\' Q H 0] (o)

Carmaficina B
Carfilzomib

Purtroppo, come gia riscontrato per l'epoxomicina, anche la carmaficina B ¢ tossica per le
cellule ospiti. Tuttavia ¢ gia stata descritta una nuova classe di antimalarici, basata sulla
struttura della carmaficina B, caratterizzata da ridotta tossicita verso le cellule di

mammifero e paragonabile attivita gametocitocida [305].

2.24 Tiostrepton
Il tiostrepton € un antibiotico tiopeptidico con attivita antimalarica attribuita alla sua azione

sul ribosoma del parassita (sia ribosomi apicoplastici [308] che ribosomi mitocondriali

[309]) e sul proteasoma 20S o)
H NH,
[308]. Il tiostrepton possiede HN
H o
una debole attivita (a livello o
micromolare) contro i parassiti Q HT)\N»\(
N H
. . . . O
eritrocitari asessuati di P. 7N 0
>\
falciparum quando & incubato s T O
NH =
er 48 ore o meno [308].
p [308] o S o
S
Tuttavia, I’IC,, variava di tre
volte tra i gruppi di “on OH Tiostrepton

incubazione di 48 e 96 ore e di quattro volte tra i gruppi di incubazione di 48 e 120 ore a

causa di un fenotipo di morte ritardata mostrato dal tiostrepton per la sua attivita sugli
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apicoplasti [308]. Il trattamento dei gametociti in fase iniziale con tiostrepton ad una
concentrazione < 10 uM per 48 h ha portato alla completa inibizione della maturazione dei
gametociti in fase iniziale fino agli stadi tardivi [308]. Duffy e Avery (IC5,= 959 nM [85])
e Plouffe et al. (IC;, = 2,8-3,4 uM [67]) hanno a loro volta trovato che il tiostrepton ha
come bersaglio i gametociti in fase iniziale. I ricercatori che hanno valutato la potenza del
tiostrepton contro i gametociti maturi hanno riportato una potenza variabile (IC;, = 556 nM
[85]; 1T uM [281]; 1,8-3,2 uM [67]; 10,8% di attivita a 5 puM [284]). Il potenziale
gametocitocida nelle forme mature ¢ stato ulteriormente confermato nei test di inibizione
della gametogenesi (ICs, = 96 nM (inibizione della formazione dei gameti maschili) e 1,4
uM (inibizione della formazione dei gameti femminili) [310]; 270 nM (24 h) e 120 nM (48
h) (sia per 1 gametociti maschili che per quelli femminili) [283]; < 10% di inibizione della
formazione dei gameti femminili a 5 uM [284]; 74,2% di inibizione della formazione dei
gameti maschili e 26,2% di quella dei gameti femminili a 1 uM [311]; 100% di inibizione
della formazione dei gameti maschili a 10 pM [72]). Inoltre, il tiostrepton ha inibito la
formazione degli oocineti di P. berghei del 75-99% a 10 uM in vitro [72] e ha dimostrato
un blocco > 50% nella formazione degli oocineti dopo il trattamento di gameti/zigoti con
tiostrepton alla concentrazione 10 uM, dimostrando cosi un'attivita contro i gameti/zigoti
di P. berghei [71]. L'incubazione del tiostrepton con oocineti maturi inibisce
significativamente il loro sviluppo in oocisti (inibizione > 50% a 10 pM), un'osservazione
che conferma la sua attivita sui gameti/zigoti [71]. Tiostrepton € anche attivo contro le
oocisti giovani: l'incubazione di giovani oocisti con tiostrepton alla concentrazione 10 uM
ha bloccato completamente la loro maturazione (ICs, = 1,16 uM) [71]. Per convalidare
ulteriormente queste osservazioni, le zanzare infette (zanzare sane prealimentate su topi
infettati da P. berghei) sono state successivamente alimentate con soluzione acquosa 50
uM di tiostrepton. Questa azione non solo ha portato ad una diminuzione superiore al 75%

nel numero di oocisti/intestino medio, ma ha anche ostacolato lo sviluppo degli sporozoiti
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(> 4 x 10" sporozoiti/zanzara rispetto a < 10* nel gruppo trattato con tiostrepton) [71].
Questi risultati, nel loro complesso, confermano che il tiostrepton sembra avere attivita
contro gli stadi sporogonici del parassita tra cui gameti/zigoti, oocineti e oocisti. Il
potenziale del tiostrepton nel colpire piu stadi vitali del parassita, compresi gli stadi epatici,
eritrocitari asessuati, sessuati e sporogonici, lo rende un candidato attraente per la
somministrazione come farmaco antimalarico [72]. Inoltre, la capacita del tiostrepton di
agire su piu siti bersaglio e la sua modalita d'azione distinta da quella degli attuali

antimalarici lo rende meno suscettibile alla resistenza farmacologica.

2.25 Cicloesimide

La cicloesimide ¢ un inibitore della sintesi proteica che, in particolare, agisce sulla fase di

traduzione delle proteine in P. falciparum [312]. Colpisce le fasi asessuate di P. falciparum
o) con potenza nanomolare [72,303,313] dimostrandosi piu

attiva contro i gametociti in fase iniziale (IC;, = 119 nM

[313]; 640 nM-1,9 uM [67]; 26% di attivita a 5 uM [284])

Cicloesimide rispetto agli stadi tardivi (ICy, = 477 nM-2,6 uM [67]; 2,3 uM
[281]; 6,23 uM [303]) in saggi per valutare I’attivita gametocitocida in modo diretto [11].
Tuttavia, la cicloesimide si ¢ dimostrata estremamente potente anche contro i gametociti
maturi di P. falciparum nei test di inibizione della gametogenesi (100% di blocco
dell'exflagellazione a 10 uM [72]; 100% di inibizione della formazione di gameti
femminili a 5 pM (IC;, = 480 nM) [284]; 86,9% di inibizione della formazione di gameti
femminili a 10 pM (IC5, = 1 puM) [283]). La mancanza di potenza osservata contro i
gametociti maturi valutati mediante pLDH e altre misure di vitalita non funzionale e 1'alta
potenza osservata nei saggi di vitalita funzionale puo essere spiegata dal fatto che la
cicloesimide ¢ un inibitore della sintesi proteica e 1 gametociti in fase avanzata svolgono

una sintesi proteica de novo minima. Inoltre, il processo di gametogenesi comporta la
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sintesi di proteine da mRNA pre-sintetizzati immagazzinati all'interno del gametocita. Per
esempio, la gametogenesi femminile richiede la traduzione dell’mRNA di una proteina che
reprime 1’inibizione dello sviluppo dello zigote (DOZI) cosi come richiede il fattore Pfs25
[284,310].

La cicloesimide inibisce fortemente la formazione di oocineti in vitro in P. berghei (1Cy, =
25 nM) quando viene co-incubata con gametociti maturi [72]. Allo stesso modo, Azevedo
et al. hanno scoperto che in gameti/zigoti di P. berghei, incubati con cicloesimide alla
concentrazione 10 uM, veniva inibita la formazione di oocineti oltre il 50%. Lo stesso
studio ha anche riportato 1'inibizione dello sviluppo precoce delle oocisti (> 40%, farmaco
aggiunto agli oocineti) e la maturazione delle oocisti (ICs, = 280 nM, farmaco aggiunto
sulle oocisti precoci) [71]. I basso grado di selettivita della cicloesimide per i1 parassiti
rispetto alle cellule dei mammiferi e gli effetti collaterali associati - danni al DNA,
teratogenesi e altri effetti riproduttivi — rappresentano seri ostacoli per il suo sviluppo come

farmaco gametocitocida [72].

2.26 Puromicina
La puromicina ¢ un antibiotico amminonucleosidico, in particolare un inibitore della
traduzione delle proteine che colpisce la subunita maggiore del ribosoma [273,314]. Gli

studi hanno dimostrato una forte potenza della

puromicina contro i gametociti di stadio iniziale 2 HCI /NfN
H5CO <N L J
(ICs, = 103-123 nM [67]; 144,5 nM [313]) e HO N
NH;
contro 1 gametociti di stadio avanzato (ICs, = 48 '
NH OH

nM [95]; 201,5 nM [302]; 1,049 uM [306]; 110- Puromicina
122 nM [67]; 610 nM [315]). Il trattamento dei gametociti maturi con puromicina 5 uM
per 1 ora ha portato ad una completa inibizione della formazione dei gameti femminili

[284]. Non esiste alcuno studio che valuti l'attivita di blocco della trasmissione della
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puromicina contro gli stadi sporogonici dei parassiti della malaria umana. Tuttavia occorre
notare che gli antibiotici dovrebbero essere usati con cautela come agenti antimalarici

bloccanti la trasmissione della malattia.

2.27 Inibitori della proteasi dell' HI'V

La malaria e l'infezione da HIV sono co-endemiche in molte parti del mondo, incluso il
subcontinente africano, € aumentano la reciproca patogenicita [316]. Molti degli inibitori
delle proteasi dell'HIV (PI), utilizzati nel trattamento delle infezioni da HIV, possiedono
anche un'attivita anti-plasmodiale contro 1 molteplici stadi del ciclo vitale dei parassiti

della malaria in vitro e in vivo [316-320] e in studi clinici [321,322].
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La letteratura suggerisce che i bersagli degli inibitori della proteasi dell'HIV nei parassiti
del Plasmodium sono le aspartil-proteasi [323,324], in particolare le plasmepsine VI, VII,
VIII e IX [317,321]; tuttavia, sono necessarie ulteriori indagini di conferma [325]. Hobbs

et al. hanno riferito che la combinazione saquinavir (10 e 20 uM), lopinavir (10 e 20 uM),
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lopinavir/ritonavir (5 uM/1 uM, 10 pM/2 uM e 20 uM/4 uM) ha ridotto significativamente
la vitalita dei gametociti nelle fasi iniziali (fasi II e III) [317]. Il saquinavir ha ridotto
significativamente la vitalita dei gametociti negli ultimi stadi (IV e V) alla concentrazione
20 uM ma non a quella 10 uM. Il lopinavir ¢ stato efficace sia a 10 che a 20 uM. Una
significativa riduzione della vitalita dei gametociti negli ultimi stadi ¢ stata osservata con
una combinazione di lopinavir/ritonavir (10 pM/2 uM e 20 uM/4 pM). Inoltre, il
saquinavir, il lopinavir e il ritonavir hanno anche influito sulla morfologia dei gametociti
precoci e tardivi. Una significativa riduzione del numero di oocisti € stata osservata quando
1 gametociti maturi trattati con lopinavir o saquinavir 5 uM per 72 ore sono stati ingeriti da
zanzare Anopheles stephensi (saggio SMFA indiretto); tuttavia, la completa riduzione delle
oocisti € stata ottenuta solo a concentrazione 20 uM [317]. I dati attuali suggeriscono che i
farmaci antiretrovirali come saquinavir, lopinavir e ritonavir riducono la vitalita dei
gametociti a concentrazioni clinicamente rilevanti e possono avere un impatto sulla
trasmissione della malaria.

In uno studio clinico condotto in Uganda su bambini, la combinazione lopinavir/ritonavir ¢
risultata associata a un rischio significativamente piu basso di gametocitemia rispetto
all’uso di un inibitore non-nucleosidico della trascrittasi inversa (NNRTI) - nevirapina o
efavirenz, sia al momento della diagnosi di malaria (rischio: 6.6% per il lopinavir/ritonavir
contro il 14,5% per NNRTI) che dopo 28 giorni dalla diagnosi di malaria (rischio: 3,4%
per il lopinavir/ritonavir contro il 6,5% per NNRTI) [326]. Il ritonavir in monoterapia,
sebbene attivo contro gli stadi asessuati di P. falciparum, non ¢ affatto efficace contro i
gametociti [317]. Il tipranavir, un inibitore non peptidico delle proteasi, inibisce
significativamente la gametocitogenesi in vitro (ICy, = 12-21 pM) e possiede un'attivita
gametocitocida diretta [327]. Va notato che questo studio non ¢ stato condotto per valutare
l'attivita dei farmaci contro una specifica popolazione di gametociti in termini di maturita,

ma ha incluso invece tutti i gametociti che esprimono Pfs16, cioe le fasi I-V [327,328].
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Considerando la sovrapposizione geografica tra le incidenze di HIV e malaria e la
possibilita di somministrazione di farmaci anti-HIV in pazienti affetti da malaria,
diventano necessari ulteriori studi in vitro e clinici per approfondire la comprensione

sull'uso dei trattamenti anti-HIV nella riduzione della trasmissione della malaria.

2.28 Coloranti sintetici

Molti coloranti sintetici sono noti per le loro proprieta antimicrobiche. Coloranti come il
blu di metilene [29], I'eosina B [329] e la rodamina 123 [330] hanno dimostrato un
potenziale antimalarico. Il blu di metilene, come gia riportato, ¢ uno dei piu antichi
antimalarici sintetici con un significativo potenziale di blocco della trasmissione. Tra gli

altri.  coloranti  sintetici, il  Mito-Red, il

0]

diesilossacarbocianina ioduro (DiOC6), la rodamina O
B, I'hoechst 33342 e il SYTO 9 hanno dimostrato una
potenza nanomolare contro i gametociti maturi, con il

Mito-Red che si ¢ dimostrato il piu potente (ICs, = 70

nM) [137]. Questi coloranti  fluorescenti,
specialmente il MitoRed, dimostrano un'elevata Mito-Red

attivita gametocitocida in vitro e dovrebbero essere studiati ulteriormente per le loro
proprieta di blocco della trasmissione. Tuttavia, il potenziale sporogonico dei coloranti
diversi dal blu di metilene rimane da valutare. Ulteriori indagini sull'attivita di blocco della
trasmissione di tali coloranti sintetici sono giustificate perché questi possono rappresentare
punti di partenza per la progettazione di nuovi farmaci capaci di bloccare la trasmissione

della malattia [137].



70

2.29 B-Artelinato di sodio
Il P-artelinato di sodio, un analogo idrosolubile
dell'artemisinina, non ¢ solo un efficace schizonticida

ematico, ma anche un comprovato agente

gametocitocida monodose nel modello di scimmia di P. Oﬂ COO ©
® Na

cynomogi B [331,332]. Tuttavia non ci sono studi Sodio p-artelinato
recenti che valutano 1'attivita di blocco della trasmissione del B-artelinato di sodio contro il

P. falciparum.

2.30 afp-Arteetere
L’of3-arteetere & una miscela racemica di un etere etilico dell'artemisinina ed & uno
schizonticida ematico ad azione rapida gia
approvato in India come trattamento alternativo

per il P. falciparum multifarmaco resistente [333].

L’of-arteetere si & dimostrato un efficace
gametocitocida contro il P. cynomolgi alla dose di o/ f Arteetere

10 mg/kg per via orale [334] e alla dose intramuscolare di 2,5-5 mg/kg [335]. Non ¢ stato
riportato alcun effetto sporontocida fino a quando non ¢ stato utilizzato alla dose
intramuscolare di 50 mg/kg. La scarsita di dati sull'attivita gametocitocida di questo
farmaco contro 1 parassiti della malaria umana ne ostacola l'ulteriore esplorazione come

agente bloccante della trasmissione.

2.31 4-(1H)-Chinoloni e tetraidroacridoni
I 4-(1H)-chinoloni sono eterocicli che presentano essenzialmente attivita antibiotica, ma gli
studi hanno evidenziato anche altre loro proprieta: antivirali [336], anticitotossici [337],

antiossidanti [338] e antimalarici (soprattutto i1 chinoloni endochino-simili [ELQ])
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[289,295]. Una di queste classi di chinoloni, le endochine o ELQ ¢ risultata molto efficace
contro gli stadi asessuati e ha attivita gametocitocida verso 1 parassiti della malaria in vitro
[288,295]. Uno dei principali esempi di questa classe, ¢ il composto ELQ-300,
precedentemente trattato. Altri composti di questa classe, tra cui 1 3-alchil- e 3-aril-4(1H)-
chinoloni, hanno dimostrato la loro efficacia contro gli stadi asessuati, epatici e contro le
forme responsabili della trasmissione di P. falciparum [339,340,341-344]. Molti studi
hanno riportato la potente attivita nella fase asessuata di molti 4-(1H)-chinoloni, tra cui

THA-93, P4Q-95, P4Q-105, P4Q-146 e ICI 56.780 [339,345,346].
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P4Q-146 e ICI 56.780 sono attivi anche contro gli stadi epatici di P. berghei [344]. Gli
acridoni sono strutturalmente correlati ai chinoloni e contengono lo stesso scheletro 4-
0ss0- 1 4-diidrochinolonico. Sdenz et al. hanno valutato il potenziale di blocco della
trasmissione di P4Q (3-fenil-4-(1H)-chinoloni), PEQ (7-(2-fenossietossi)-4-(1H)-
chinoloni) e THA (1,2,3 4-tetraidroacridoni) [343]. E’ stato evidenziato un chiaro effetto
dose-risposta sulla gametogenesi maschile dal momento che l'incubazione di gametociti in
fase iniziale con soluzioni 100 nM di questi composti ha ridotto significativamente
l'exflagellazione (93% per THA-93, 69% per P4Q-105, 100% per P4Q-146 e ICI-56,780).
Aumentando ulteriormente le concentrazioni a 1 e 10 uM ¢ stata completamente inibita

l'exflagellazione. L'incubazione di gametociti maturi con soluzioni 100 nM di P4Q-105,
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P4Q-146 e ICI 56.780 (derivato carbossilico chinolonico) ha inibito significativamente
l'exflagellazione rispettivamente del 93%, 99% e 99%: per tutti i composti l'exflagellazione
¢ stata completamente bloccata alla concentrazione 10 uM.

Questi risultati sono stati ulteriormente convalidati sul P. falciparum in saggi SMFA
indiretti, in cui, il trattamento dei gametociti allo stadio iniziale con soluzione 1 uM di
THA-93, ICI 56.780, P4Q-146, P4Q-95 e P4Q-105 ha ridotto la prevalenza di oocisti di
oltre il 90% e il trattamento dei gametociti allo stadio finale con la stessa concentrazione
ha ridotto la prevalenza di oocisti di oltre I’80%. Inoltre, I'incubazione di gametociti allo
stadio iniziale con soluzioni 1 pM di questi composti ha portato ad una riduzione > 99%
nel numero di oocisti per zanzara e l'incubazione di gametociti allo stadio finale con la
stessa concentrazione ha portato ad una riduzione > 96%. Quando i gametociti maturi di P.
falciparum miscelati con soluzione 1 uM di ICI 56.780 sono stati somministrati (saggio
diretto) alle zanzare Anofele, la prevalenza di infezioni delle ghiandole salivari ¢ diminuita
dell'80%. Questa osservazione ha evidenziato l'attivita sporontocida di ICI 56.780. Anche
altri composti hanno diminuito la prevalenza dell'infezione delle ghiandole salivari, ma 1
risultati non sono stati statisticamente significativi. Questi studi sono stati valutati in vivo
sul modello murino di P. berghei per valutare l'effetto di blocco della trasmissione di
questi composti sulla trasmissione di P. berghei dal topo alla zanzara. I topi trattati con 1
mg/kg e oltre di ICI 56.780 e P4Q-146 non hanno trasmesso l'infezione alle zanzare, ma
concentrazioni minori di ICI 56.780 sono risultate inefficaci nel prevenire la trasmissione.
THA-93 e P4Q-95 non sono stati in grado di prevenire l'infezione alle zanzare anche alla
dose di 10 mg/kg. I topi infettati da P. berghei trattati con 1 mg/kg di ICI 56.780 sono
risultati non infettivi per le zanzare Anofele fino a 12 ore dopo il trattamento [343]. Questi
chinoloni potrebbero interferire con le funzioni del citocromo bcl, ma la modalita esatta di
azione non ¢ ancora del tutto chiarita [295,339,345]. Un altro composto correlato a questa

classe, CK-2-68, ha bloccato 1'exflagellazione dei gametociti di P. falciparum con una ICs,
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10 uM e ha inibito la produzione di oocineti di P. berghei con una ICs, 73 nM [340].
Anche il gia ricordato decochinato, a struttura carbossichinolonica non solo ha colpito i
gametociti in fase iniziale con potenza nell'intervallo nanomolare (ICy, = 36 nM), ma ha
anche dimostrato una notevole potenza contro le forme asessuate (IC5, = 10 nM) e gli stadi
eso-eritrocitari (IC5, = 2,6 nM) di P. falciparum. Tuttavia, il potenziale anti-plasmodiale
contro i gametociti in stadio avanzato direttamente responsabili della trasmissione della
malaria rimane da valutare. Nel loro insieme, questi risultati indicano che i chinoloni
possono essere efficaci antimalarici multistadio con la possibilita di bloccare la

trasmissione della malaria da P. falciparum.

2.32 Riboflavina
La vitamina B2 o riboflavina, una vitamina idrosolubile, ¢ stata identificata per la prima
volta come antimalarico per lo stadio asessuato piu di due decenni fa [347]. Sebbene non
sia stata riscontrata alcuna significativa attivita gametocitocida verso le forme allo stadio
iniziale (IC5, >12,5 uM [67]) o attivita gametocitocida delle forme in fase avanzata (ICs,
>12,5 uM [67]; > 25 pM [283]; 16,6% di attivita a 5 uM
[284]), alla concentrazione 100 uM riduce del 100% la

gametocitemia al 15° giorno (riboflavina aggiunta ai

gametociti di fase I). Quando 1 gametociti di stadio II e IIT
sono stati trattati con la stessa concentrazione di Riboflavina
riboflavina, la riduzione della gametocitemia al 15° giorno scende al 57%; tuttavia,
l'eliminazione completa ¢ stata raggiunta solo al 18° giorno. A seguito di trattamento dei

gametociti maturi con riboflavina, non ¢ stata osservata alcuna riduzione significativa nella

gametogenesi maschile (< 25% di inibizione a 10 pM [72]) o femminile (13,3% di
inibizione a 5 pM [284]; ~0% di inibizione a 10 uM [310]). Pertanto, I'uso della

riboflavina come agente di blocco indipendente dalla trasmissione ¢ limitato. Tuttavia, il
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potenziale gametocitocida dovrebbe essere esplorato a dosi piu elevate (intervallo
micromolare): la riboflavina a queste alte dosi puo essere tollerata nella popolazione
umana a causa dell'assenza di effetti collaterali. La riboflavina non solo ha dimostrato
promettenti interazioni sinergiche con meflochina, pirimetamina e chinina, ma ha anche
migliorato l'attivita di questi antimalarici verso le forme assessuate. Inoltre sembra che
attenui l'effetto ossidante di molti farmaci. Pertanto, ha un certo potenziale per essere

utilizzata in combinazione con gli attuali farmaci antimalarici [348].

2.33 Neem

Il Neem o Azadirachta indica possiede una miriade di proprieta tra cui antimalarica [349-
351], antibatterica [352,353], insetticida (anche contro i vettori della malaria) [354,355],
anticancro [356], contraccettiva [357] e sedativa [358]. Oltre alle proprieta antimalariche
dirette [349-351], sono riportati anche effetti profilattici in India [359] e in Burkina Faso
[360]. L'azadiractina, un limonoide, ¢ il componente attivo primario del neem e possiede
potenziale antimalarico a causa della sua azione sul sistema citoscheletrico del parassita
[361]. Oltre all'azadiractina, il potenziale anti-plasmodiale del neem ¢ attribuito alla
presenza di altri costituenti attivi - gedunina, nimbolide, quercetina e rutina [351,362-365].
L'azadiractina previene la formazione di gameti maschili mobili in P. berghei con una ICs,
3,5 uM e ha completamente inibito 1'exflagellazione in P.
falciparum alla concentrazione 100 uM [351]. Inoltre, due
frazioni di neem, PNE ed ENM sono risultate piu attive
della terza frazione ENS a 0,125% v/v e 0,25% v/v contro

gametociti precoci e tardivi [350]. Due frazioni (IRDN-A

OCOMe e IRDN-B) ottenute da un estratto di foglie di neem hanno

Azadiractina portato alla lisi completa dei gametociti di stadio precoce e

tardivo a 1 e 100 pg/mL rispettivamente (ICs, per IRDN-A e IRDN-B contro i gametociti
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di stadio precoce e tardivo = 10-3 pg/mL) [366]. Un estratto standardizzato di semi di
neem disponibile in commercio, 'NeemAzal' (ricco di azadiractina: azadiractina A [34%],
azadiractina B e azadiractina K [16%]) ¢ stato esaminato per l'attivita sporontocida nel
modello di trasmissione 'da topo a zanzara a topo' [349]. In questo studio, la formazione di
oocineti e lo sviluppo di oocisti sono stati completamente bloccati all'interno delle zanzare
Anopheles stephensi, quando le zanzare sono state alimentate con il sangue di topi
gametocitemici trattati con 50 mg/kg di 'NeemAzal'. Questo blocco completo della
trasmissione ¢ stato ulteriormente confermato quando 1 topi sani non infetti, punti da queste
zanzare, non hanno mostrato alcuna oocisti. Tuttavia, durante la dissezione dell'intestino
medio sono stati osservati zigoti e forme post-zigotiche (forme precedenti agli oocineti),
ma questi erano di numero inferiore e di morfologia anomala. Poiché non sono stati
osservati oocineti maturi dopo trattamento con 50 mg/kg di 'NeemAzal', questo estratto
probabilmente interferisce con la gametogenesi e lo sviluppo dell’oocinete. 'NeemAzal'
alla dose di 50 mg/kg non dimostra di interrompere la maturazione delle oocisti durante la
sua incubazione con oocisti precoci, suggerendo la mancanza di qualsiasi attivita contro
queste forme. L'inibizione osservata della gametogenesi e della formazione di oocisti €
stata attribuita alla modalita di azione mirata ai microtubuli dell'azadiractina [349,361].
Questi risultati concordano bene con altri risultati ottenuti da studi ex vivo su isolati di P.
falciparum. Sangue gametocitemico raccolto da pazienti quando miscelato con 70 ppm di
'NeemAzal' e somministrato alle zanzare Anopheles coluzzii, bloccava completamente la
trasmissione del parassita, mentre anche 60 ppm di 'NeemAzal' erano efficaci, dal
momento che le zanzare di quattro gruppi su cinque rimanevano non infette. Un estratto,
ottenuto con acetato di etile, delle foglie di neem ha dimostrato una riduzione del 59%
della prevalenza delle oocisti e una riduzione del 90,5% della densita delle oocisti [367].
NeemAzal ha dimostrato di essere superiore alla azadiractina A come agente bloccante la

trasmissione nel modello di P. berghei (ICy, = 6,8 ng/mL per 'NeemAzal' contro 124
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pg/mL per azadiractina A) [368]. Una possibile ragione per la superiorita del 'NeemAzal'
potrebbe essere la presenza di altri composti bioattivi che contribuiscono alla sua elevata
potenza. Altri principi attivi dell'estratto di semi di neem, limonoide e deacetilnimbina,
inibiscono lo sviluppo di oocineti di P. berghei (1Cs, = 6-25 pM [369]). Considerando la
migliore stabilita della deacetilnimbina al calore e alla luce rispetto all'azadiractina A (la
maggior parte dei paesi endemici della malaria hanno condizioni tropicali) e la potenza
contro gli stadi sporogonici di P. berghei, sono auspicabili ulteriori indagini sulla
deacetilnimbina contro gli stadi sporogonici di P. falciparum. Collettivamente questi
risultati indicano che il neem e i suoi costituenti dovrebbero essere ulteriormente esplorati
per il loro potenziale di blocco della trasmissione della malaria. Formulazioni
standardizzate di neem possono essere sviluppate per diminuire la variabilita e possono
essere studiate come strumenti aggiuntivi per integrare 1 farmaci antimalarici esistenti.
Tuttavia, dovrebbero essere considerati e studiati a fondo i rischi di tossicita e 1 possibili

effetti immunomodulatori [370,371].

2.34 MMV malaria box

MMV malaria box ¢ una libreria aperta di 400 composti che rappresentano diversi
chemiotipi ed ¢ offerta gratuitamente ai ricercatori di tutto il mondo con una sola
condizione: rendere pubblici i dati di screening [372]. Gli investigatori hanno sottoposto a
screening questo insieme di composti in saggi variabili e contro vari stadi parassitari e con
soglie diverse per la classificazione dei composti in attivi/non attivi. Anche le procedure di
lettura degli screening, il ceppo di parassita, il tempo di incubazione, i mezzi di analisi e
l'integrazione del siero sono diversi in questi studi, con conseguente variazione della
potenza. Pertanto, il confronto diretto dei dati di potenza tra questi studi ¢ difficile [373].

La maggior parte dei saggi si € concentrata sulla classificazione dei composti in hits (attivi)
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o non hits (inattivi) in base alla loro attivita/risposta ad una singola concentrazione, invece

di valutare le relazioni dose-risposta.
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Van Vorhis et al. hanno compilato dati sull'attivita dei farmaci ottenuti da 55 gruppi con
’utilizzo di oltre 290 saggi, che includono anche saggi di blocco della trasmissione [374].
Lucantoni et al. hanno compilato i dati pubblicati sull'attivita gametocitocida e hanno
identificato un set di 39 composti chiamato Gametocytocidal Comparison Set, che
consisteva di composti che mostravano attivita in almeno uno dei saggi e li hanno testati
utilizzando tre diversi saggi (saggio della luciferasi, saggio basato sull'attivita
mitocondriale dei gametociti maturi [GFP; mitocondri (MTR)] e l'altro sulla formazione di
gameti femminili [AO; gamete (GMT)]), tre diversi tempi di incubazione (24,48 e 72 h) e
due diverse concentrazioni (5 e 10 uM) [373].

Questo studio si ¢ basato sull'ipotesi che 1 composti classificati come attivi in piu saggi
abbiano piu possibilita di essere di successo rispetto a quelli classificati come attivi in un
solo saggio. Di tutti i 39 composti testati da Lucantoni et al. [373], MMV019918,
MMV667491, MMV006172, MMV000448, MMV 665941, MMV007591, MMV019555 e
MMV665980 sono risultati attivi in tutti 1 tempi di incubazione - 24, 48 e 72 ore.
MMV000448, MMVO019918, MMV665941, MMV665980, MMV667491, MMV000787,
MMV000788, MMV006172, MMV007591 e MMV019555 sono risultati attivi a 10 uM in
tutti 1 saggi e MMV665941 e MM V665980 hanno dimostrato una potenza submicromolare
in uno dei saggi [373]. Gli studi che utilizzano solo gametociti e gameti come obiettivi
finali del saggio spesso ignorano i composti che mirano a stadi sporogonici - zigoti,
oocineti e oocisti [282]. L'attivita di blocco della trasmissione di 18 composti selezionati
(segnalati come potenziali bloccanti della trasmissione dagli sforzi congiunti della Bill &
Melinda Gates Foundation and Medicines for Malaria Venture nell'ambito del programma
'Gametocyte Assays for Plasmodium falciparum') sono stati valutati in saggi SMFA diretti
e indiretti [11,282]). Di questi 18 composti, 16 (MMV000248, MMV000442,
MMV000448, MMV007116, MMV011438, MMV019266, MMV019881, MMV019918,

MMV396797, MMV 665827, MMV665941, MMV 665971, MMV 665980, MMV 666021,
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MMV666125 ¢ MMV667491) hanno inibito lo sviluppo di oocisti nelle zanzare con
potenze che vanno da 0,04 a 8,6 uM. In questi saggi, MMV665941, MMV667491,
MMVO019918 e MMV665827 sono risultati 1 pitt potenti con ICy, = 40, 60, 70 e 100 nM,
rispettivamente, suggerendo un danno irreversibile causato ai gametociti, che non sono
riusciti a svilupparsi in oocisti. Inoltre, 10 composti (MMV000248, MMV000448,
MMV007116, MMVO019881, MMV019918, MMV 665827, MMV 665941, MMV 665980,
MMV666021 e MMV667491) su 18, colpiscono gli stadi del parassita all’interno della

zanzara in saggi SMFA diretti (48.76-99.84% di inibizione nella formazione di oocisti a 10

uM) [282,374].

2.35 Molecole varie

I ricercatori di tutto il mondo stanno concentrando i loro sforzi sulla scoperta di nuovi
antimalarici che bloccano la trasmissione per colpire non solo i gametociti, ma anche gli
stadi sporogonici del parassita della malaria, ovvero gameti, zigoti, oocineti € oocisti.
Delves e colleghi hanno recentemente vagliato, attraverso una serie di passaggi, 13.353
piccole molecole con nota attivita sugli stadi asessuati di P. falciparum e hanno riportato
sei composti contenenti sei diversi “scaffold” molecolari (piridone, chinolone,
diamminopirimidina ciclica, tetraidroisochinolina, piridile e benzodiazolo). Questi
composti si sono dimostrati attivi non solo contro i gametociti maschili e femminili di P.
falciparum ma anche contro gli stadi sporogonici di P. berghei [21]. Delves et al. hanno
anche riportato uno screening ad alto rendimento di una libreria di 70.000 composti e
hanno identificato sei composti (DDD01028073, DDD01028074, DDDDO01028075,
DDDDO01028076, DDDDO01035879 e DDDDO01035881) recanti il nucleo N-((4-
idrossicroman-4-il)metil)-sulfonammide (4-HCS) che inibisce la ex flagellazione di P.

falciparum e la formazione di oocineti di P. berghei.
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Quattro  composti  (DDDD01249504, DDDDO01254274,  DDDDO01254473 e
DDDDO01255968) si sono dimostrati attivi solo contro i gametociti di P. falciparum e sei
composti (DDDDO01073716, DDDDO01079164, DDDDO01245291, DDDD01246628,
DDDDO01255740 e DDDDO01027599) sono attivi contro gli stadi asessuati e i gametociti
[22]. Altri ricercatori hanno scoperto altre piccole molecole che bloccano la trasmissione
della malaria, tra cui inibitori delllHDAC [277,375] imidazo[4,5-c]chinolin-2-oni [376],

dipeptidilamminopeptidasi [377], derivati dell'acido (+)-usnico [378], diammino-
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naftochinoni [379] e analoghi della carmaficina B [305]. Infine, vari esperimenti di
screening hanno portato alla scoperta di molecole che, sebbene destinate ad altre
indicazioni, hanno mostrato una promettente attivita di blocco della trasmissione. Questi
agenti includono maduramicina [306,380], narasina [306], torina 2 [306], centanamicina
[381] e salinomicina [382]. Tutte queste molecole attive, comprese quelle basate sul
gruppo idrossiletilamminico [25], presentano nuove strutture per la progettazione di nuove

molecole in grado di bloccare la trasmissione della malattia.
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3. Endectocidi: una classe completamente nuova di agenti antiparassitari

Anche dopo aver fatto grandi passi avanti nel controllo della malaria, soprattutto grazie alle
pratiche di gestione integrata dei vettori, la trasmissione della malaria rimane ancora una
sfida formidabile. Gli adattamenti comportamentali nelle zanzare hanno portato a
cambiamenti nel loro comportamento alimentare e quindi le zanzare sono in grado di
eludere le misure di controllo dei vettori attuate nelle abitazioni, come le reti trattate con
insetticidi a lunga durata e la spruzzatura dei residui al chiuso. Gli endectocidi sono una
classe di farmaci letali per endoparassiti, ectoparassiti e zanzare e forniscono un approccio
completamente diverso al controllo dei vettori. Uno dei piu antichi endectocidi e farmaci

N

antiparassitari, l'ivermectina, ¢ 1'unico farmaco di questa classe adatto all’utilizzo umano. E
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gia registrato per il trattamento dell'oncocerchiasi (quasi eliminata dall'ivermectina), della
filariosi linfatica, della strongiloidiasi, della scabbia e delle infezioni da pidocchi della testa
[383].

L'ivermectina ¢ attiva non solo contro le
zanzare-vettori, ma anche contro gli stadi
eritrocitari asessuati di P. falciparum

[384]. Un recente studio ha anche messo

in evidenza il potenziale gametocitocida

Ivermectina

dell'ivermectina nello stadio avanzato (ICs, = 558,7 nM [384]). Oltre ad uccidere gli stadi
eritrocitari asessuati e i gametociti, I'ivermectina uccide le zanzare se ¢ presente all'interno
del loro pasto sanguigno e quindi aiuta ad interrompere la trasmissione della malaria
riducendo la capacita vettoriale [385,386]. L'ivermectina (alla concentrazione LC,s, che
uccide il 25% delle zanzare Anopheles gambiae) riduce significativamente la prevalenza di
oocisti e la prevalenza di sporozoiti quando viene somministrata insieme ai parassiti del
Plasmodium alle zanzare. Nello stesso studio, una significativa riduzione della prevalenza
di sporozoiti ¢ stata osservata anche quando l'ivermectina ¢ stata somministrata alle
zanzare 6 giorni dopo l'infezione e 9 giorni dopo l'infezione, ma non quando ¢ stata
somministrata 3 giorni dopo l'infezione [387]. Questi esperimenti preliminari suggeriscono
che l'attivita dell'ivermectina non ¢ solo contro le prime fasi ma anche contro le fasi
successive dello sviluppo sporogonico. Foy et al. hanno dimostrato, in un recente studio
randomizzato (studio RIMDAMAL) in Burkina Faso, che sei dosi di 150-200 pg/kg di
ivermectina (somministrate come farmaco di massa — MDA) hanno ridotto
significativamente 1'incidenza della malaria nei bambini di 5 anni o piu piccoli rispetto alla
somministrazione in singola dose. Sebbene il regime a sei dosi non sia ideale in termini di
attuazione, questo studio fornisce comunque una promettente evidenza che l'ivermectina

non solo uccide le zanzare-vettori ma causa anche una significativa riduzione
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dell'incidenza della malaria senza avere effetti collaterali negativi [388]. Nei luoghi in cui
la maggior parte delle punture avviene in ambiente aperto o sono presenti vettori con
abitudini alimentari all'aperto, la spruzzatura dei residui all'interno e le reti trattate con
insetticidi a lunga durata non sono opzioni adatte per prevenire la trasmissione. In tali
condizioni e in tali aree, gli endectocidi come l'ivermectina possono giocare un ruolo
cruciale non solo nella riduzione della trasmissione della malaria, ma anche nella riduzione
della capacita vettoriale dell'anofele. Tutte le specie di anofele sono sensibili
all'ivermectina [385]. In uno studio condotto tramite la somministrazione dell’ivermectina
come farmaco di massa (MDA), la sopravvivenza delle zanzare anofele adulte, nutrite con
1 pazienti trattati con ivermectina, ¢ stata costantemente ridotta per 6 giorni dopo la data
della MDA [389]. In un altro studio, la proporzione di zanzare infettive post-MDA con
ivermectina ¢ stata ridotta per almeno 2 settimane [390]. Pertanto, 'MDA con ivermectina
potrebbe essere utile anche per ridurre le epidemie e interrompere la trasmissione
stagionale della malaria. La somministrazione ripetuta di ivermectina nei programmi MDA
in una particolare area potrebbe fornire una diminuzione sostenuta della trasmissione per
un periodo piu lungo [385]. Un altro vantaggio che 1'ivermectina possiede ¢ la sua diversa
modalita d'azione rispetto ad altri comuni insetticidi. L'ivermectina agisce perturbando
l'attivita dei canali del cloruro glutammato-dipendenti negli invertebrati, causando paralisi
flaccida e morte [385]. Da un punto di vista evolutivo, I'uso regolare di ivermectina puo
modificare il comportamento delle zanzare anofele — punture da esseri umani a non umani
- nel lungo periodo. La sicurezza dell'ivermectina durante la gravidanza e l'allattamento e
la sua comprovata efficacia durante le campagne MDA di oncocerchiasi e filariosi linfatica
la rendono un candidato adatto all'uso nelle MDA per la malaria. Sebbene la resistenza
all'ivermectina nelle zanzare non sia stata ancora segnalata, 1'esistenza di un'isoforma del
canale del cloruro glutammato-dipendente (bersaglio dell'ivermectina) insensibile

all'ivermectina puo rendere plausibile la resistenza, almeno teoricamente [391]. Questo
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approccio di controllo dei vettori basato su farmaci aiutera a integrare le strategie di
controllo dei vettori esistenti per ridurre la trasmissione residua. Ma l'implementazione
dell'ivermectina per il controllo della malaria non solo richiedera un'ampia ricerca sotto
forma di studi osservazionali ben progettati e studi clinici randomizzati in vari contesti di
popolazione e che coinvolgano un'ampia gamma di vettori, ma richiedera anche valutazioni
di sicurezza e di formulazione al fine di raccogliere prove definitive per il suo uso nel
controllo della malaria [383,385,392]. Un potenziale svantaggio dell'ivermectina ¢ la sua
azione letale indiretta sulla zanzara. L'ivermectina deve essere somministrata a una persona
e deve rimanere nel sangue di quella persona al di sopra della concentrazione letale per la

zanzara durante tutto il periodo in cui la zanzara pud assumere un pasto a base di sangue.

4. Prospettive

A causa della rapida emergenza e della continua diffusione della resistenza ai farmaci
antimalarici e agli insetticidi di prima linea, i ricercatori hanno iniziato a comprendere
I'importanza di nuove opzioni di trattamento e di approcci di controllo della malaria. L'uso
di antimalarici che bloccano la trasmissione ¢ una strategia comprovata non solo per
interrompere il ciclo di vita del parassita malarico, ma anche per prevenire la diffusione
della resistenza ai farmaci. In assenza di un vaccino antimalarico efficace, aumenta
I'importanza dei farmaci che bloccano la trasmissione.

I gametociti rappresentano uno dei bersagli farmacologici piu attraenti perché costituiscono
una delle fasi del collo di bottiglia del ciclo di vita del parassita e anche perché sono
presenti nel flusso sanguigno dell'ospite vertebrato, rendendoli facilmente accessibili ai
farmaci antimalarici. Colpire 1 gametociti ¢ una strategia comprovata per ridurre la

trasmissione in contesti di trasmissione da bassa a moderata.
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Sebbene la primachina sia un farmaco anti-gametocita che 'OMS raccomanda di utilizzare
con terapie di combinazione assieme all’artemisinina (ACT), 1 problemi di tossicita
emolitica nella popolazione con deficit di G6PD ne hanno limitato 1'uso.

Inoltre, non esistono prove conclusive che stabiliscano che la primachina nelle dosi
inferiori raccomandate dalllOMS (0,25 mg/kg, ritenute sicure per 1 pazienti con deficit di
G6PD) sia sufficientemente efficace per ridurre la trasmissione della malaria. Oltre alla
primachina, il blu di metilene ¢ uno dei farmaci con comprovata attivita contro i gametociti
in fase avanzata. Il fatto che il blu di metilene sia attivo anche contro gli stadi sporogonici
dei parassiti e possieda interazioni sinergiche con l'artemisinina, ¢ un ulteriore vantaggio.
Secondo le prove attuali, il blu di metilene ha un rischio minimo di emolisi nei pazienti con
deficit di G6PD, ma sono necessari ulteriori studi per chiarire completamente la relazione
tra blu di metilene e deficit di G6PD, specialmente nelle aree esterne all' Africa.

Pertanto, lo sviluppo di nuovi farmaci per colpire queste fasi sessuate di P. falciparum
rimane una priorita assoluta. Oltre ai gametociti, colpire anche gli stadi del parassita
esistenti all’interno delle zanzare come i gameti, gli zigoti, gli oocineti e le oocisti pud
ridurre significativamente la trasmissione della malattia. La comunita scientifica di tutto il
mondo non si limita a proporre nuove molecole di piccole dimensioni in grado di bloccare
la trasmissione, ma studia anche altri farmaci, non usati in clinica per la malaria per il loro
potenziale di blocco della trasmissione (riposizionamento/riproposizione). Sono disponibili
inibitori sperimentali che possono colpire piu stadi parassitari (stadi asessuati del sangue,
gametociti, stadi sporogonici e stadi epatici). I composti che sono attivi anche contro gli
stadi sporogonici sono promettenti come farmaci di nuova generazione che bloccano la
trasmissione a causa della presenza di un possibile effetto combinato (gametocitocida +
sporontocida) che potrebbe portare ad una maggiore attivita di blocco della trasmissione

rispetto all'attivita dei soli composti gametocitocidi.
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Inoltre, la modalita di somministrazione dei farmaci attivi sulle fasi sporogoniche ¢
indiretta e quindi la concentrazione e il tempo di somministrazione sono difficili da
controllare con precisione. Questo puod anche portare alla selezione precoce di mutanti a
causa dell'esposizione dei parassiti a concentrazioni subletali del farmaco. Nel caso di
farmaci multistadio, i tempi di somministrazione del farmaco devono essere controllati in
modo che un farmaco che colpisce uno stadio rimanga nel sangue in concentrazioni
superiori a quelle letali fino alla comparsa di un altro stadio o di altri stadi colpiti da quello
stesso farmaco. Al contrario, ci sono inibitori che sono selettivi per gli stadi
gametociti/sporogonici € sono inattivi contro gli stadi eritrocitari asessuati. Questi inibitori
possono essere usati insieme ai farmaci schizonticidi esistenti come parte di nuove terapie
di combinazione. Rispetto ai farmaci multistadio (quelli attivi contro gli stadi asessuati € i
gametociti/sporogonici), i farmaci attivi "solo sulla fase di trasmissione" avrebbero minori
possibilita di selezionare il fenotipo di resistenza ai farmaci a causa di una significativa
diminuzione della popolazione affetta da gametociti/forme sporogoniche e dell'assenza di
pressione da selezione sugli stadi eritrocitari asessuati.

Ci sono molti candidati promettenti in sviluppo clinico tra cui artemisone, MMV390048 e
artefenomel con notevole attivita contro i gametociti maturi di P. falciparum e KAF156,
cipargamina ¢ DDD107498 con attivita non solo contro 1 gametociti maturi ma anche
contro gli stadi sporogonici. L'aggiunta di questi farmaci al nostro armamentario
terapeutico dovrebbe aiutare non solo a ridurre il numero di malati affetti da malaria, ma
anche a causare una significativa riduzione della trasmissione della malaria.

Infine, 1'ivermectina che prende di mira i gametociti/sporogoni e uccide le zanzare quando
¢ presente nel loro pasto ematico, non solo fornisce un'alternativa basata sulla
chemioterapia che blocca la trasmissione, ma aiuta anche a ridurre la loro capacita come

vettori.
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