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INTRODUCTION GENERALE




Le paludisme ou malaria

Le paludisme

Le paludisme aussi appelé malaria est une des maladies parasitaires les plus
dévastatrices touchant I’'espece humaine. Avec environ 2000 morts par jour, le
paludisme touche essentiellement de jeunes enfants de moins de 5 ans
principalement en Afrique ou se produisent 90% des cas (N ] White,
Pukrittayakamee, & Hien, 2013).

Le paludisme sévit dans 108 pays dans les régions tropicales de I'Afrique Sub-
Saharienne, de I’Asie et des Amériques du Sud et Centrale, mettant un peu moins
de la moitié de la population mondiale sous la menace de ce fléau. Pour I'année
2015, 'OMS estime que le paludisme a touché 214 millions de personnes et
aurait fait 438 000 morts (nombre en baisse depuis plusieurs années) (World

Health Organization, 2015).

B

ﬂ.

Bl >100 10-50 0.1-1 No ongoing malaria transmission
B 50-100 1-10 0-0.1 Not applicable Source: National malaria control programme reports

Confirmed malaria cases per 1000 population

Figure 1 : Cas de paludisme dans le monde (World Health Organization et al,,

2014)

Symptémes cliniques du paludisme

Dans les pays endémiques, le paludisme est la premiere cause de fieévre. Les
premiers symptomes sont aspécifiques: maux de téte, fatigue, douleurs
musculaires, nausées, vomissements, accompagnés de crises de fievres. Pour les

cas seéveres, les crises peuvent aller jusqu'au coma profond (aussi appelé



paludisme cérébral ou neuro-paludisme). La plupart des patients adultes
présentent une infection non sévere avec des symptémes physiques modérés. En
revanche, chez les jeunes enfants exposés a une transmission stable du parasite,
les infections récurrentes peuvent provoquer une anémie chronique ainsi qu'une
splénomégalie (N ] White et al,, 2013). La sévérité des crises est liée a 'age
(Nicholas ] White et al., 2014). Les jeunes enfants sont plus a risque de
développer une anémie et une hypoglycémie séveres que les adultes qui
développent plutot des oedemes pulmonaires, des jaunisses et des insuffisances
rénales. L’infection devient mortelle lorsque la proportion de globules rouges
infectés par un parasite dépasse les 2%. Si l'infection est prise en charge
rapidement avec des traitements antipaludéens adaptés, le taux de mortalité est

tres faible (<0.1%) (N ] White et al., 2013).

Un colit économique et social élevé

Cette maladie est un fléau sanitaire de par les morts qu’elle engendre mais c’est
aussi un fléau économique. Le paludisme cofite 12 milliards de dollars par an aux
pays africains, 25% des revenus des familles et 40% des dépenses de santé
publique dans ces mémes pays. (Vitoria et al., 2009)

La pression du paludisme est exercée sur des pays déja pauvres et vulnérables.
Dans ces pays, les communautés les plus pauvres et marginalisées sont les plus
séverement touchées de part le manque d’accés aux moyens préventifs, aux
diagnostiques ou aux traitements. Ainsi le paludisme est lié a la pauvreté des
communautés mais aussi a celle des infrastructures des systemes de santé
publique. (World Health Organization et al., 2014)

Du point de vue socio-économique, le paludisme est un frein pour la croissance
économique des pays africains. En plus des pertes économiques directes pour les
pays, le paludisme entraine des frais indirects liés a une perte de productivité
due aux arréts maladie, aux hospitalisations et a la souffrance de la perte de
proches. Chez les enfants contractants la maladie, 'absentéisme a I’école entrave
leur scolarisation et les séquelles neurologiques peuvent étre irréversibles. Le
frein économique concerne également les échanges commerciaux, les
investissements étrangers et bien slr le tourisme, enfermant certaines

économies dans une spirale infernale.



Facteurs génétiques protecteurs dans les régions endémiques

Chez les patients atteints d’hémoglobinopathies, comme la drépanocytose ou les
thalassémies, 'augmentation du stress oxydatif dans I'érythrocyte rend le milieu
hostile pour le parasite. Dans les régions endémiques du paludisme, 400 millions
de personnes sont déficientes pour la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD). Ce qui coincidence avec la prévalence du parasite dans ces mémes
régions. En effet le parasite se développe mal dans les normocytes déficients en
la G6PD ou déficients pour la GR ou la synthese de novo du GSH.

La G6PD est 'enzyme produisant le cofacteur de la GR, le NADPH. Ainsi un
normocyte déficient en G6PD peut étre considéré comme naturellement invalidé
partiellement de la hGR. La déficience en G6PD n’est pas handicapante pour
I’'Homme mais le protége des cas de paludisme sévere par la faible capacité anti-
oxydante du normocyte, délétere pour le développement du parasite. De plus, les
cellules infectées et déficientes en G6PD sont plus vite phagocytées. En effet,
I'exces de stress oxydatif dans ces normocytes déficients en G6PD est
responsable de la formation d’hémichromes. Ces derniers se lient aux protéines
bande 3 du normocyte et forment des clusters reconnus par le systeme
immunitaire et le normocyte est phagocyté. L’augmentation de la phagocytose
des normocytes infectés principalement par des anneaux (ceux-ci étant plus
sensibles au stress oxydatif), confere une protection supplémentaire aux
personnes déficientes en G6PD. Le dépot d’hémichromes sur la membrane des
normocytes est un phénomene naturel, lié normalement a la sénescence des
normocytes (Bielitza et al.,, 2015b).

La déficience en hGR ou l'inhibition de la GR par un composé chimique
protégerait du paludisme par l'induction de la phagocytose des érythrocytes
infectés plus que par un réel impact sur la multiplication des parasites. Cela
ouvre une nouvelle piste pour la synthese d’antipaludiques innovants. Il est
possible d'imiter l'effet de la déficience en G6PD par I'utilisation de molécules
redox cyclers substrats de la GR, mais ces nouveaux composés ne doivent pas
déclencher 1'hémolyse des érythrocytes déficients en G6PD. Le bleu de
meéthylene, premier antipaludique synthétique est un exemple de redox-cyclers,

ainsi que la 3-[4-(trifluoromethyl)benzyl]-menadione 1c maintenant appelée



Plasmodione (Ehrhardt et al, 2016; Miiller et al., 2011). Cette molécule sera

nommée bMD1c lors de cet exposé.

Actuels moyens de lutte contre le paludisme
Le diagnostique du paludisme

Si la goutte épaisse est encore la méthode standard utilisée pour les diagnostics
rapides, elle requiére une parasitémie seuil pour que le patient soit diagnostiqué
positif (50 parasites/puL de sang).

De nouveaux tests basés sur la reconnaissance d’anticorps spécifiques capables
de détecter PfHRP2 ou de la lactate déshydrogénase parasitaire de fagon espece
spécifique. Ces tests sont plus sensibles mais aussi plus chers, ce qui freinent leur
utilisation massive et ne permettent pas de donnée la parasitémie des patients
(N J White et al., 2013). Une fois diagnostiqués positifs, les patients recoivent un
traitement médicamenteux adapté. Certaines personnes peuvent étre porteuses

du parasite (faibles stades asexués ou gamétocytes) mais asymptomatiques.

A la quéte d’un vaccin efficace
Il n’existe toujours aucun vaccin contre le paludisme, méme si plusieurs sont
testés en phase clinique. Le challenge est de développer des vaccins qui
interrompent la transmission du paludisme. Cela inclue les vaccins de type
« classiques », qui ciblent les stades sexués du parasite chez I'Homme ou le
moustique mais aussi des vaccins ciblant les stades pré-érythrocytaires et
asexués (Group, 2011). A ce jour, le meilleur candidat est le RTS,S (Mosquirix,
GSK) qui cible les protéines des circumsporozoites (CSP) sécrétées par les
sporozoites de Plasmodium falciparum. La protection conférée par ce vaccin est
qualifiée de modeste suite aux résultats de la phase III des essais cliniques
réalisés sur des enfants de 6 a 12 semaines. Dans 'année suivant la vaccination,
seulement 30% des enfants n’ont pas montré des symptomes cliniques et 26%
n‘ont pas développé une forme sévere du paludisme. Les résultats pour les
enfants plus agés de 5 a 17 mois sont plus encourageants avec 55% des enfants
qui n’ont pas contracté la maladie et 35% n’ont pas développé une forme sévere
(N ] White et al., 2013) (RTSS Clinical Trials Partnership, 2015). Face a ces

résultats trés modérés, méme vacciné, il est préconisé d’utiliser d’autres moyens



de protection tels que les moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée

et les médicaments antipaludiques.

Controle des populations de moustiques vecteurs
Le controle des populations de moustiques dans les zones endémiques est le
moyen le plus efficace pour réduire le paludisme utilisé a ce jour. Les méthodes
les plus anciennes sont l'utilisation d’insecticides dans les champs et dans les
habitations. Les aspersions intra-domiciliaires d’insecticide a pour but de tuer
les femelles se reposant apres s’étre gorgées dans la nuit. Une large gamme
d’insecticides peut étre utilisés, mais le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane)
reste largement utilisé. Ce type d’épandage s’est montré jusqu’alors efficace.
L’élimination des eaux stagnantes fait également parti des moyens les plus
efficaces de réduire les populations de moustiques.
De nouvelles méthodes de controle des populations excitent aujourd’hui
impliquant les nouvelles technologies. Au Brésil, la compagnie Oxitec tente de
réduire les populations de moustiques en relachant des moustiques males
génétiquement modifiés dont la progéniture n’est pas viable (Winskill, Carvalho,
Capurro, & Alphey, 2015). Une autre méthode est d’infecter les femelles
moustiques avec la bactérie wolbacchia, transmise a la progéniture par la meére
et capable de réduire l'infection a Plasmodium entre 40 et 70% (Jeffery et al,,
2009). Cependant, les conséquences d’une utilisation massive de ces méthodes
soulévent la question de la propagation des transgénes ou des bactéries a
d’autres especes non ciblées et donc perturber I’écosysteme dans son ensemble.
Un des moyens les plus simples de protéger les populations est la distribution
massive de moustiquaires imprégnées d’insecticide pyréthrinoide. Ce systeme a
déja permis de réduire la mortalité de pres de 20% chez les enfants de moins de
5 ans (World Health Organization, 2015).
Cependant, l'utilisation massive des pyréthrinoides comme insecticide en
agriculture, a l'intérieure des habitations et pour les moustiquaires a eu pour
conséquence la sélection de moustiques résistants. La propagation de la
résistance aux insecticides est tres préoccupante. Notamment la résistance aux

pyréthrinoides utilisés pour les moustiquaires (Godfray, 2013).



Chémoprophylaxie

Les antipaludiques ayant une activité pré-érythrocytique (sur les stades
hépatiques) sont recommandés comme traitements préventifs pour les
voyageurs dans les zones endémiques toute la durée du séjour et pour les quatre
semaines qui suivent. La prise de traitements préventifs ne permet pas une
protection complete. Toute personne présentant un des symptémes pouvant étre
attribués au paludisme et revenant d’'une région endémique doit se faire
diagnostiquer.

Les traitements préventifs pour les populations étaient longtemps recommandés
pour les femmes enceintes. Mais le développement de résistance du parasite face
aux traitements utilisés a poussé a une utilisation des antipaludéens par
intermittence dans le cas des femmes enceintes.

L’utilisation d’antipaludéens et leur mode d’action sera décrite plus en détail

dans la partie 3 de cette introduction.



Cycle de vie du Plasmodium

Cycle de vie du parasite
Dans I'héte vertébré

Le paludisme est provoqué par un protozoaire unicellulaire du genre
Plasmodium, appartenant au phylum Apicomplexa (Cavalier-Smith, 1993). Cinq
especes de Plasmodium sont capables d’'infester 'Homme.

Plasmodium falciparum est le plus virulent. Il est responsable de la majorité des
cas mortels et peut rester séquestré dans des organes tels que le cerveau.
Plasmodium vivax est peu mortel mais entraine de lourdes séquelles. Il est
répandu dans les zones tropicales hors d’Afrique. P. vivax et P. ovale sont
capables de rester quiescents pendant des mois sous forme d’hypnozoites dans
le foie, compliquant I'éradication. Plasmodium malariae ne forme pas
d’hypnozoites mais peut subsister pendant des décennies sous forme d’infection
sanguine asymptomatique. Plasmodium knowlesi, initialement décrit comme
parasite des macaques a longue queue, peut également infecter 'Homme dans

certaines régions telles que la Malaisie. (Greenwood et al., 2008)

Le cycle de vie du parasite nécessite une réplication asexuée au sein d'un hote
vertébré et une étape de reproduction sexuée dans un hote invertébré, une
femelle moustique anophele qui lui servira de vecteur jusqu’a 'hdte vertébré

suivant. Le cycle de vie de P. falciparum est décrit ici (figure 2).
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Figure 2 : Cycle de vie du Plasmodium falciparum (Greenwood et al., 2008)

Un individu est exposé au parasite lorsqu’il est piqué par une femelle anophele
infectée. Il recoit une dose de sporozoites, forme motile du parasite, présents
dans les glandes salivaires du moustique. Les sporozoites migrent activement de
la peau et les vaisseaux sanguins jusqu’au foie ou ils infectent les hépatocytes
pour un premier cycle de réplication asexué (schizogonie exo-érythrocytaire)
pendant 5 a 8 jours. Lors du stade hépatique, l'individu ne présente aucun
symptome. P. vivax et P. ovale sont capables de continuer le cycle apres des
années de dormance au stade hépatique (hypnozoites). La schizogonie hépatique
libere des milliers de mérozoites dans la circulation sanguine. Les mérozoites
envahissent spécifiquement les normocytes (érythrocytes matures). Commence
alors le cycle asexué intra-érythrocytaire, responsable des symptomes cliniques
du patient. L'invasion du normocyte par le mérozoite dure quelques minutes,

utilise 'apicoplaste et forme la vacuole parasitaire, invagination de la membrane



de la cellule hote. Le parasite évolue vers sa forme anneau et modifie le globule
rouge a ses besoins. Durant le cycle intra-érythrocytaire, le parasite consomme le
contenu du normocyte, change sa membrane pour ses propres importations de
nutriments (insertion de transporteurs, antigenes, ...) et cristallise les déchets de
la digestion de I'hémes en hémozoine inerte (N ] White et al.,, 2013).

Depuis le stade anneau, le parasite devient trophozoite, puis schizonte. A ce
nouveau stade de schizogonie, le parasite se réplique par mitose au sein du
normocyte. Il produit un nouveau lot de mérozoites. Lorsque le normocyte
infecté éclate, les mérozoites sont reldchés dans la circulation et un nouveau
cycle intra-érythrocytaire commence. Chaque cycle asexué produit 8 a 20
nouveaux mérozoites toutes les 48h. La population de parasite peut se multiplier
entre 6 a 20 par cycle (Greenwood et al., 2008).

En fonction des facteurs environnementaux, certains anneaux se différencient en
gamétocytes males ou femelles, plutét qu'en trophozoite. Les stades sexués ne
sont pas pathogéniques pour I'homme, mais sont infectieux pour le vecteur
anophele. Lorsque les gamétocytes matures sont ingérés lors du repas sanguin,
ils subissent un changement abrupt d’environnement qui enclenche leur sortie
de l'érythrocyte. Les gamétocytes males se transforment en 8 microgametes
motiles apres 3 cycles de réplication rapide de leur génome, suivit d'une division
nucléaire ; les femelles émergent des érythrocytes en macrogamete de forme
ronde. Le zygote qui résulte de la fécondation des gametes, est le seul parasite
capable de survivre dans un environnement aussi agressif qu’est 'intestin du
moustique (Alano, 2007; Janse, van der Klooster, van der Kaay, van der Ploeg, &
Prosper Overdulve, 1986). La différenciation en parasite sexué, est la seule voie
de transmission pour Plasmodium afin de passer de I'hOte vertébré a l'insecte
vecteur. La production de gamétocytes est une réponse a des conditions
défavorables a la multiplication asexuée. L'exposition a un antipaludique peut
étre une de ces causes (Talman, Domarle, McKenzie, Ariey, & Robert, 2004).
L’engagement sur la voie sexuée de la gamétocytogénese se fait au stade intra-
érythrocytaire schizonte pour P. falciparum (Janse and Waters, 2004) dont les
meérozoites produits ne continuent pas le cycle intra-érythrocytaire mais
s’engagent sur la voie sexuée (Bruce, Alano, Duthie, & Carter, 1990). La

morphologie spécifique des males et des femelles gamétocytes apparait
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seulement apres 22h de maturation chez P. berghei (dont la maturation complete
dure 26h) (Janse and Waters, 2004) et apres 6 a 10 jours de maturation chez P.
falciparum. (Alano and Billker, 2005). Le sexe du gamétocyte semblerait
prédéterminé deés son engagement dans la voie, si les différences
morphologiques apparaissent bien plus tard, les deux gamétocytes sont
moléculairement différents (Alano, 2007). Les premieres 48h du développement
des gamétocytes P. falciparum, sont similaires au trophozoite sur le plan
meétabolique, de la cytoadhérence, du transcriptome et de la sensibilité aux
antipaludéens comme la sulphadoxine et la chloroquine. Plus tard dans la
maturation, les gamétocytes deviennent plus résistants, voire insensibles a ces
composés (Alano, 2007). Seuls les gamétocytes matures sont relachés dans la
circulation sanguine. Les jeunes gamétocytes sont séquestrés dans la moelle
épiniére dans un premier temps puis dans la rate de la personne infectée
(Smalley, Abdalla, & Brown, 1981). La séquestration est aussi observée pour les
stades asexués: seuls les anneaux sont présents dans la circulation sanguine
alors que les trophozoides et schizontes sont séquestrés dans les organes (mais
non spécifiquement contrairement aux gameétocytes) par cytoadhérence. Les
mécanismes de séquestration/relargage spécifique des gamétocytes dans la
moelle épiniere restent encore inconnus (Alano, 2007).

Pour étre mature, les gamétocytes de P. falciparum doivent passer par 5 stades
dissociables par leur morphologie (Adjalley et al., 2011). La demi-vie d'un
gamétocyte mature (stade V) de P. falciparum varie entre 2.4 a 6.4 jours selon les

études (Talman et al,, 2004).
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Figure 3 : Morphologie des différents stades de la gamétocytogénese chez P.

falciparum (Adjalley et al., 2011; Talman et al., 2004)

La durée de la gamétocytogénese est tres différente d'une espece a 'autre, 24-
26h pour P. berghei ou P. yoelii, 21 jours sont nécessaires pour la maturation des
gameétocytes P. falciparum. L’émergence des gametes, le phénomene
d’exflagellation et la formation d’oocynéte sont des événements trés conservés

au sein de toutes les especes de Plasmodia.

Dans I'héte vecteur invertébré
L’infection de la femelle moustique a lieu lorsque celle-ci prend un repas sanguin
sur un individu infecté. Elle ingere des gamétocytes sexuellement différenciés
(macrogametocyte femelle et microgametocyte male) et dans les 15 minutes
suivantes, 'environnement particulier de l'intestin enclenche I'émersion des
gameétocytes et leur différenciation en macro- et microgametes. Cette émergence
des gamétocytes males est appelée exflagellation car ceux-ci sont mobiles a
'instar des femelles (M. ]. Delves et al., 2013). La fertilisation, suivi de la fusion

des gametes amene a la formation du zygote, cellule diploide. Celui-ci subit une
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division méiotique pour devenir un oocinete motile. L'oocinéte traverse la
membrane péritrophique, formée lors du repas sanguin et I'épithélium de
l'intestin, pouvant mener a 'apoptose des cellules envahies. Les parasites ayant
pu passés du coté basal de I'épithélium, se développent en oocyste et terminent
une phase critique de leur cycle. Apres plusieurs divisions mitotiques, le dernier
stade sexué, les sporozoites, sont formés. Ils sortent de l'oocyste mature et
migrent dans I'hémolymphe du moustique jusqu’aux glandes salivaires. Les
sporozoites sont transmis lors d’'un repas sanguin, lorsque la femelle injecte sa
salive pour chercher les vaisseaux sanguins. Seul un petit nombre de sporozoites
sont injectés dans la peau ou ils tentent de gagner les hépatocytes, bouclant le

cycle.

Plusieurs différences peuvent étre soulignées entre les stades parasitaires chez
I'Homme et ceux chez le moustique :
* Dans le moustique, les stades sont principalement extracellulaires
* Le nombre de parasites dans le moustique est bien inferieur a celui chez
I'Homme
* La morphologie et le protéome different beaucoup d’'un stade a l'autre.
Les seuls stades communs aux deux hotes sont les gamétocytes et les
sporozoites
* Le fitness des deux hotes, Homme et moustique est affecté par une
infection par le parasite

(Gongalves & Hunziker, 2016).

Durant son cycle complet, ce parasite unicellulaire utilise plus de 5 000 genes
pour réaliser des métamorphoses et se développer dans des organismes aussi
différents que 'Homme et le moustique pour compléter son cycle de vie. Il peut
devenir mobile, réaliser des cycles, étre invasif ou dormant, intracellulaire ou

extracellulaire, asexué, male ou femelle (Greenwood et al., 2008).
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Le vecteur du parasite : les moustiques Anopheles

Les moustiques sont des dipteres appartenant a la famille des Culicidae. Cette
famille est divisée en 3 sous-familles : les Culicinae, les Toxorhynchitinae et les
Anophelinae (B.]. Beaty et W.C. Marquardt, 1996). Les Anophelinae comprennent

le genre Anopheles, responsable de la transmission du paludisme a 'Homme.

Anopheles gambiae, Anopheles coluzzii et Anopheles funestus sont les trois
principaux vecteurs du paludisme en Afrique (Godfray, 2013). A. gambiae est
anthropophile et vit pres des habitations humaines. Ses sites de ponte typiques
sont de petites étendues d’eau temporaires exposées a la lumiere du soleil, telles
que les flaques d’eau produites par la pluie. Les nombres de sites de ponte
augmentant a la saison des pluies, I'abondance de moustiques augmente
également. Durant la saison seche, certaines especes, notamment A. coluzzii,
pondent dans des eaux stagnantes laissées par l'activité humaine (traces de
roues ou de pas) alors que d’autres especes restent cachés dans des lieux

humides.

Les ceufs sont pondus directement a la surface et éclosent 48h aprés la ponte. Le
développement des larves est rapide et s’effectue en moins d’'une semaine si les
températures sont chaudes et la nourriture abondante. Les larves filtrent la
surface de I'eau pour se nourrir d’algues et de microorganismes. La larve se
métamorphose en pupe durant 1 a 3 jours en fonction de la température. Les
adultes venant d’émerger ont besoin d’au moins 24h avant d’étre sexuellement
matures. Suite a 'accouplement, la femelle se met en quéte d'un repas sanguin
apres le couché du soleil. Seule la femelle est hématophage, le male se nourrit de
nectar de fleur. La femelle Anopheles est attirée par les habitations humaines ou
elle se nourrit et se repose apres s’étre gorgée sur un hote vertébré. Ce repas
sanguin est nécessaire au développement des ceufs. Quarante-huit heures apres
le repas sanguin, de nouveaux ceufs sont préts a étre pondus (B.]. Beaty et W.C.

Marquardt, 1996).
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Figure 4 : Cycle de vie du moustique Anopheles (Coon, Vogel, Brown, & Strand,

2015)
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Les traitements antipaludiques

Situation et besoins actuels

Le panel des antipaludéens étant large, je me concentrerai sur la présentation du
bleu de méthylene, de la chloroquine, de I'atovaquone et de 'artémisinine. Pour
un panel descriptif plus large des antipaludéens existants, un tableau

récapitulatif est situé en annexe (tableaux 1 a 4).

Historiquement, le bleu de méthylene fiit le premier composé synthétique utilisé
par Paul Ehrlich en 1891 pour soigner le paludisme. Son utilisation fit
abandonnée pendant la guerre du Pacifique pour ses effets secondaires tres
visibles (coloration de l'urine et de la scléra des yeux en bleu) et aux profits de
composés plus rapides tels que la chloroquine. Son mode d’action n’est pas
encore complétement élucidé mais il interfere avec la cristallisation de I'heme
car apres réduction par la GR sa forme réduite, le leuco-bleu de méthyléne,
transfere ses électrons aux formes ferriques (Fe?*) de I'heme et de
I'hémoglobine. C'est aussi un inhibiteur non compétitif et un substrat de la
glutathion réductase du parasite (PfGR), déplétant le parasite de son glutathion
(GSH), un antioxydant essentiel a la cellule. Si le MB a été abandonnée pendant
longtemps, il est reconsidéré dans les récents essais cliniques pour (i) sa capacité
a bloquer la transmission par son effet gamétocytocidal, (ii) 'absence de
résistance chez le parasite pour ce composé et (iii) I'absence d’hémolyse aux
meédicaments thérapeutiques chez les patients déficients en enzyme G6PD et (iv)
son colit tres peu élevé (Adjalley et al,, 2011; Coulibaly et al., 2009; Meissner et
al,, 2005; Schirmer et al.,, 2003).

Un composé bien plus rapide que le bleu de méthylene et ne nécessitant qu'une
prise, la chloroquine a été découvert en 1934. Traitement simple et efficace, la
chloroquine est bien tolérée en général par prise orale. Grace a ses propriétés
lysosomotropiques, la chloroquine se concentre dans la vacuole digestive a pH

acide, entrainant une inhibition de la cristallisation de 'hémozoine, laissant
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I’heme lipophile et toxique endommager les membranes du parasite et de la
cellule hote. Elle est utilisée contre toutes les especes de Plasmodium dans les cas
non séveres mais ne constitue plus les premieres lignes de traitement. En effet, la
résistance a la chloroquine s’est répandue en Asie du Sud-Est et en Afrique et son
application entraine une augmentation de la production de gamétocytes chez les

patients (Mehlhorn et al. 2001 ; Delves et al., 2012).

L’atovaquone, antipaludique développé pendant la seconde guerre mondiale, est
utilisé en combinaison avec le proguanil (Malarone) pour le traitement des cas
de paludisme non sévere chez l'enfant et I'adulte. Il est aussi recommandé
comme traitement prophylactique chez les voyageurs en régions endémiques.
L’atovaquone est un inhibiteur compétitif de I'ubiquinol, spécifique au complexe
bcl de la chaine de transport d’électron de la mitochondrie. L'inhibition du
complexe bcl résulte en la perte de la fonction respiratoire de la mitochondrie
(inhibition de la synthese de pyrimidine et purine dans les stades asexués).
L’atovaquone est un composé a I'action lente comparé a la CQ ou a ’ART et peut
engendré de la résistance tres facilement chez le parasite s’il est pris en

monothérapie (Butcher & Sinden, 2003; Nixon et al., 2013).

La découverte de I'artémisinine ou quinghaosu en chinois, marque un tournant
dans la lutte contre le paludisme. Ce traitement extrait de '’Artemisia annua et
mis au point par Youyou Tu est extrémement actif contre les souches résistantes
in vitro et in vivo, montre une clairance des parasites et une diminution de la
fievre plus rapides que n’importe quel autre antipaludique. Les résistances
développées contre la chloroquine et la sulphadoxine-pyrimethamine, ont amené
a adopter le traitement a I'artémisinine comme premiere ligne de traitement. Les
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (ACTs) et d'un autre
antipaludique de classe chimique différente a I'action plus longue sont les
traitements les plus utilisés de nos jours. Ces combinaisons sont composées (i)
d’'un dérivé de Tl'artémisinine tel que I'artemether, l'artesunate ou Ila
dihydroartemisinine qui possedent une plus grande biodisponibilité que
I'artémisinine et (ii) d’'un antipaludique a demi-vie longue (les plus utilisés sont
la mefloquine, la lumefantrine, 'amodiaquine, la piperaquine et la pyronaridine).

Cette méthode augmente l'efficacité du traitement et réduit la pression sélective
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sur une souche résistance pour un antipaludéen particulier et donc réduit
I’émergence de souches résistantes. Le mode d’action est encore mal connu, mais
la majorité des études s’accordent sur l'action de l'artémisinine sur 1’héme,
produisant des espéces radicales dans la vacuole digestive du parasite pendant la
digestion de I'hémoglobine. Une réduction de I'efficacité de I'artémisinine contre
P. falciparum a déja été reporté en Thailande et au Cambodge. Cette région étant
le berceau de la résistance a la chloroquine et au sulphadoxine-pyrimethamine,
le risque de propagation de la résistance a l'artémisinine est préoccupant

(Eastman R.T. and Fidock D.A., 2009).

Actuellement les seuls antipaludéens capables de réduire la gamétocytemie des
patients sont le bleu de méthylene, la primaquine et 'artémisinine (M. Delves et
al,, 2012). La grande majorité des antipaludiques disponibles aujourd’hui ont été
crées dans le but de cibler les stades intra-érythrocytaires, responsables des
symptdmes cliniques. Pour atteindre 1'éradication, les nouveaux antipaludiques

doivent posséder certaines caractéristiques précises décrites par MMV :

(i) Avoir une efficacité et une vitesse d’action aussi importante que
I'artémisinine et ciblant les jeunes stades anneaux

(i)  Avoir une bonne biodisponibilité orale

(iii)  Réduire, voire stopper la transmission d’un patient a I'autre

(iv)  Etre actifs sur les 5 espéces de parasites humains sans résistance
croisée

(v)  Avoir un faible risque de sélectionner des parasites résistants

(vi) L’élimination complete des hypnozoites hépatiques

(vii) Etre un traitement prophylaxique empéchant une nouvelle infection
de s’établir

(viii) Etre un traitement prophylaxique pour des personnes vulnérables
(jeunes enfants et femmes enceintes)

(ix)  Etre sans danger pour les personnes vulnérables (jeunes enfants,
femmes enceintes, personnes déficientes pour la G6PDH, infectées par

le VIH ou la tuberculose, mal nourrit, ...)

18



(x) Etre aussi peu cher que la chloroquine, idéal un traitement devrait
cotter 1$ (Burrows, Hooft van Huijsduijnen, Mohrle, Oeuvray, &
Wells, 2013; Delves et al., 2012).
Actuellement, MMV regroupe un portfolio de molécules prometteuses plus moins
avancées dans les pipelines d’antipaludiques. Citons quelques exemples: (i)
I'artefenomel est la combinaison du 0Z438 et de la ferroquine et est
actuellement en phase IIb des essais cliniques. 0Z438 est un composé a 'action
rapide, actifs sur les souches de parasites résistants a I'artémisinine et bloquant
la transmission. La ferroquine est un antipaludique actif pendant une longue
durée, contre des souches de parasites résistants a la chloroquine, a la
mefloquine et a la piperaquine. (ii) Le KAF156 posséde un mode d’action
completement novateur et est en phase Ila des essais cliniques. C’est un composé
a l'action rapide, capable de réduire la transmission et possede un potentiel
prophylatique. Enfin, (iii) 'AN13762 est un composé en étude préclinique,
présentant un profile de toxicité siir, une clearance des parasites rapide, un
potentiel prophylaxique ainsi qu'une réduction de la transmission

(www.mmv.org).

Un parasite résistant a presque tous les antipaludiques actuels

La résistance se définit comme une réponse concentration-effet plus lente. Le
principal effet des antipaludiques est d’inhiber la multiplication des parasites.
Ainsi Plasmodium devient résistant a un antipaludique lorsque le temps de

clairance du parasite augmente.

La probabilité qu’'un parasite résistant se développe dépend de plusieurs

facteurs :

* le nombre de parasites exposés a I'antipaludique

* la concentration de cet antipaludique a laquelle le parasite est exposé
* la pharmacocinétique et la pharmacodynamique de I'antipaludique

* les changements génétiques dans le génome du parasite

¢ Jimmunité de I'hote
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* la présence simultanée d’'un autre antipaludique actif sur le parasite

Les changements dans le génome du parasite entrainant une résistance sont tres
rares. Ils peuvent étre un changement du nombre de copies de la cible de
I'antipaludique ou d’'un canal permettant de réduire la concentration des

xénobiotiques dans le parasite (N ] White & Pongtavornpinyo, 2003).

La résistance a la chloroquine est apparue dans les années 1970 et s’est
propagée en Afrique dans les années 1980s. La résistance a la chloroquine
entraina une forte augmentation de la mortalité, des anémies séveres, des
naissances d’enfants a tres faible poids et d'une augmentation de la transmission
(World Health Organization, 2015). Les antipaludiques entrainant le plus de
phénomeéenes de résistance chez les patients sont la pyriméthamine et
I'atovaquone (N ] White & Pongtavornpinyo, 2003). C’est en Asie du Sud-Est que
P. falciparum a le plus de propension a devenir résistant a un antipaludique (N ]
White & Pongtavornpinyo, 2003). La résistance de P. falciparum a I'artémisinine
a déja eté détectée dans 5 pays d’Asie du Sud-Est (Cambodge, Laos, Myanmar,
Thailande et Vietnam. Le ralentissement de la clairance des parasites dans les
patients traités aux ACTs montre que I'artémisinine a perdu son efficacité mais
pas l'antipaludique partenaire. Cette situation risque de favoriser le
développement de résistance aux partenaires en plus de la résistance a
I'artémisinine, ce qui serait un échec des ACTs (World Health Organization,

2015).

P. falciparum a développé des résistances contre tous les antipaludéens utilisés a
part le bleu de méthyléne. La propagation de parasites résistants augmente
considérablement les colits économiques de contrdle du paludisme et pousse la
communauté scientifique a développer continuellement de nouveaux

antipaludiques afin de remplacer ceux devenus inactifs.
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Stress oxydatif et maintenance de

I"homeéostasie redox chez le parasite

Digestion de I’"hémoglobine de la cellule héte

Au stade asexué, P. falciparum puise les nutriments qui lui sont nécessaires en
digérant I’hémoglobine du normocyte hodte. L’oxydation de I’hémoglobine
(Hb(Fe?*)) puis la digestion en methémoglobine (metHb(Fe3*)) au sein de la
vacuole digestive génere des ferriprotoporphyrines (FPIX(Fe3*) ou FPIX-
OH(Fe3*) ou heme) qui sont toxiques pour le parasite. Pour se défendre de ce
stress oxydatif, le parasite possede deux métabolismes au thiol (détaillés dans la
section suivante) et un processus de biocristallisation de I'hémozoine. En effet au
pH acide de la vacuole digestive, le FPIX(Fe3*) peut cristalliser dans la vacuole
digestive du parasite pour former un cristal insoluble appelé hémozoine. Par
ailleurs, le pH acide (5.2) de la vacuole digestive favorise 'auto-oxydation de
I'Hb(Fe?*) en FPIX(Fe3+*). Cette réaction libere un électron qui en présence
d’oxygeéne, forme un ion superoxyde (Oz°) qui dismute spontanément en
peroxyde d’hydrogene (H202) au pH acide de la vacuole. En présence d’espece
ferrique (Fe?*), le peroxyde d’hydrogene s’oxyde et forme un radical hydroxyle
(OH') (réaction de Fenton). Le radical hydroxyle est un oxydant tres puissant qui
dégrade ’heme de I'hémoglobine.

Par ailleurs, le FPIX(Fe3*), posséde une conformation différente du FPIX(Fe?*)
digérable par les protéases de la vacuole digestive parasitaire. Les acides aminés
libérés sont utilisés pour le développement du parasite et ’heme libre est
spontanément cristallisé en dimere a pH acide (pH 5.2).

Des antipaludiques, tels que la chloroquine et ses analogues 4-aminoquinolines,
inhibent la formation de ’hémozoine en se liant a I'héme avant qu'’il ne soit
cristallisé. La chloroquine empéche la détoxification de I'héme, engendrant des
especes réactive de I'oxygene et détériorant les protéines et les membranes du

parasite, entrainant sa mort.

21



Le parasite digere préférentiellement la forme methémoglobine(Fe3*) (metHb).
Le bleu de méthyléne est connu pour réduire la methéboglobinémie car le leuco-
bleu de méthylene réduit la metHb(Fe3*) en Hb(Fe?*). Si la concentration de
metHb est réduite, le parasite digere moins vite I'Hb de 'hdte en présence de
bleu de méthyléne, récupere moins d’acides aminés et sa croissance est ralentie.
De plus, la conversion continue de FPIX(Fe3*) et FPIX(Fe?*) inhibe Ia
cristallisation de I'héme. Par conséquence, les composés redox capables de
réduire les ions FPIX(Fe3*) en FPIX(Fe?*), empéchent la formation de

’hémozoine et augmente le stress oxydatif dans le parasite (Miiller et al., 2011).

Maintien de I’homéostasie redox du parasite

Tout le long de son cycle, le parasite est exposé a un stress oxydatif tres élevé.
Les especes réactives de l'oxygene (ROS) peuvent étre le produit de
meétabolismes internes, comme la digestion de 'hémoglobine du normocyte, ou
de réponses externes, comme la défense immunitaire chez le moustique. Pour
gérer ces especes réactives et maintenir ’homéostasie, le parasite possede un
systéeme redox principalement basé sur les métabolismes du glutathion et de la
thiorédoxine (Jortzik & Becker, 2012b). L’équilibre redox du parasite dépend
principalement du glutathion (y-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine) pour maintenir
son environnement réducteur dans le cytosol. Le glutathion est impliqué dans la
détoxification des xénobiotiques (antipaludiques), des ROS et des produits
meétaboliques (digestion de I'heme). Pour ce faire, le glutathion doit étre
maintenu sous sa forme réduite (GSH) et a plus haute concentration que sa
forme oxydée, le disulfure de glutathion (GSSG), soit un ratio GSH:GSSG élevé. La
production de GSH se fait par synthese de novo ou par recyclage de la forme
oxydée. La synthese de novo est assurée par deux enzymes: la y-glutamyl-
cysteine synthétase (yGCS) et la glutathione synthétase (GS). Ces deux enzymes
sont essentielles chez P. falciparum mais pas chez P. berghei (Jortzik & Becker,
2012b; Pastrana-Mena et al.,, 2010; Patzewitz, Wong, & Miiller, 2012). La forme
oxydée est recyclée par la glutathion réductase (GR), une flavoenzyme NADPH-
dépendante, par réduction du GSSG avec les cofacteurs FAD (Flavine adénine

dinucléotide) et NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate). La GR
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est essentielle a P. falciparum et est considérée comme une cible thérapeutique
pour de nouveaux antipaludiques. Contrairement a d’autres espece de
Plasmodium, I'import de GSH de la cellule hote ne se fait pas chez P. falciparum
(Patzewitz et al., 2012). Cela souligne l'intérét de ce métabolisme comme cible

thérapeutique.

Le métabolisme de la thiorédoxine comprend des messagers cellulaires mais
aussi des mécanismes de défense contre le stress oxydatif. Le parasite possede
plusieurs enzymes dont deux thiorédoxine-like protéines (Tlp1l-2), une
thiorédoxine réductase (TrxR), trois thiorédoxines classiques (Trx1-3), une
plasmorédoxine dédiées au métabolisme de la thiorédoxine. La thiorédoxine est
réduite par la TrxR, par échange d’électrons impliquant les cofacteurs NADPH et
FAD. Comme la PfGR, la PfTrxR est une bonne cible thérapeutique. Cette enzyme
est essentielle chez P. falciparum mais pas chez P. berghei. La TrxR réduit la
thiorédoxine oxydée (Trx(Sz)) en thiorédoxine réduite (Trx(SH):). S’ensuit une
réaction non enzymatique entre la (Trx(SH)z) et le GSSG qui réduit le GSSG en
deux molécule de GSH, formant une sorte de sécurité du systeme oxydatif

(Jortzik & Becker, 2012b).

Le fonctionnement de ces deux systemes de régulation de I'équilibre redox
repose sur deux flavoenzymes dépendantes du NADPH. Le NAPDH est un agent
réducteur essentiel, principalement généré par une enzyme de la voie des
pentoses phosphate, la glucose-6-phosphate dehydrogénase-6-
phosphogluconolactonase, ou GluPho, dans le parasite au stade asexué. Cette
enzyme bi-fonctionnelle regroupe la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD) et la 6-phosphogluconolactonase (6PGL) et est essentielle pour P.
falciparum. L’absence d’homologies entre la PfGluPho et les G6PDH et 6PGL
humaines, font de la GluPho une cible thérapeutique de choix pour de nouveaux
antipaludiques. Dans la voie des pentoses phosphates, le NADPH est produit lors
de la transformation du glucose-6-phosphate en 6-phosphoglucono-6-lactone
puis lors de la transformation du 6-phosphogluconate en ribulose-5-phosphate

(Preuss, Jortzik, & Becker, 2012).
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Si le métabolisme des stades asexués a été plutdt bien caractérisé, le
meétabolisme des gamétocytes est encore tres mal connu. Les gamétocytes sont
capables de passer d'un environnement riche, le sang, a un environnement
hostile, I'intestin de moustique, avec des changements de température et de pH
importants. C'est précisément lors de ce changement, que les gamétocytes sont
supposés subir des changements métaboliques considérables. Les jeunes
gamétocytes possedent un métabolisme de digestion de ’hémoglobine similaire
aux stades asexués. Ce métabolisme est abandonné au cours de la maturation,
des les stades III et IV. La majorité des antipaludiques visent des cellules au
métabolisme actif, tels que les trophozoites en pleine multiplication et
produisant des dizaines de mérozoites en deux jours. Or les gamétocytes sont
des cellules actives, elles ne sont pas quiescentes, mais elles ne se multiplient
pas. Par ailleurs la maturation des gamétocytes a lieu dans la moelle osseuse et
seuls les gamétocytes matures sont relachés dans la circulation sanguine. Ce
systeme de séquestration pourrait garder les gamétocytes protégés des
antipaludiques. La raison de leur résistance aux antipaludiques lors de la

maturation est également inconnue (Talman et al., 2004).
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