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RESUME - Le développement considérable et rapide des résistances aux médicaments utilisés contre le paludisme est une des
motivations essentielles a la recherche de nouvelles molécules. Les récents progres dans I’identification et le développement
de nouvelles molécules devraient permettre d’avoir un choix plus important d’antipaludiques. Ceci devrait partiellement résoudre
le dilemme auquel font face la plupart des agences de controle du paludisme : distribuer a grande échelle les antipaludiques
les plus efficaces et minimiser le développement et I’extension des résistances. Le métabolisme des lipides, la dégradation de
I’hémoglobine et les protéines y participant, ’interaction avec le transport de molécules, le métabolisme du fer, ’apicoplaste,
la transduction du signal sont autant de voies et de cibles possibles pour de nouveaux antipaludiques. Au cours de I’évolution,
les micro-organismes ont su déjouer les pieges qui leur sont tendus par I’environnement et notamment par leur héte, ’Homme.
On ne peut qu’espérer que I’ensemble des moyens mis en ceuvre actuellement au niveau mondial permettra de déjouer tous
les mécanismes de survie sélectionnés chez les Plasmodium, au cours de leur longue co-évolution avec Homme et Anophéle.
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MALARIA PROPHYLAXIS AND TREATMENT: PROBLEMS, RECENT DEVELOPMENTS AND PERSPECTIVES

ABSTRACT R apid development of significant resistance to antimalarials has been a major fo rce driving research to identify
and develop new drugs. Recent progress in this field promises to lead to a mu ch gre ater range of antimalarial agents. The avai-
1 ability of a broader battery of drugs should provide a partial solution to the dilemma faced by malarial controlagencies, i.e.,
distributing antimalarial drugs as widely as possible without enhancing resistance. Avenues of researd for development of new
antimalarhls include lipid metabolism, degra d ation of hemoglobin and proteins, interaction with molecule transport, iron meta-
bolism, apicoplasty and signal transduction. Throughout the course of evolution, micro-organisms have thwa rted traps set by
the environment including those designed by man. One can but hope that the different ap p roa ches now being implemented on
a worldwide bases will overcome the defense mechanisms that Plasmodium have deployed in their long co-evolution with humans

and anopheles.
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Le développement considérable et rapide des résistances
aux médicaments utilisés contre les maladies infectieuses
est une des motivations essentielles a la recherche de nou-
velles molécules. Le paludisme (ou malaria), une des plus
vieilles infections décrites depuis plusieurs milliers d’années,
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sévit de nouveau gravement dans le monde. Depuis les années
1940, les inhibiteurs de la synthése des folates (sulfonamide
et py iméthamine) (Fansidar®) et les structures amino 4-qui-
noléines (chloroquine) (Nivaquine®) jouaient un role pré-
pondérant et fantastique dans la thérapie et la chimiopro-
phylaxie de cette maladie. Les propriétés insecticides du DDT
découvertes des 1936, étaient mises a profit dés 1944 pour
la lutte contre les épidémies. Le paludisme fut protégé pen-
dant de nombreuses années des dangers de la résistance, du
fait des propriétés ex ceptionnelles de la ch1oroquine et de 1a
lenteur d’apparition de la chloroquinorésistance (1). Au début
des années 1960, le Programme global d’éradication du palu-
disme initié par I’Organisation Mondiale de la Santé a conduit
a une diminution significative de I’endémie palustre. La stra-
tégie suivie, a la fois antivectorielle (assechement des marais
et usage massif d’insecticides tel que le dichlorodiphényl-
trichloréthane : DDT) et la mise en place d’une prophylaxie
et d’une chimiothérpie du paludisme par la chloroquine, sub-
stitut de la quinine, peu toxique et peu cherea permis la dis-
parition du paludisme dans le Sud de I’Europe, au Moyen
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Orient et en Amérique du Nord, et une forte réduction de la
morbidité palustre dans les régions sub-tropicales d’ Asie et
d’ Amérique du Sud. Ce programme fut le plus efficace dans
les régions ot le taux de reproduction des infections était le
plus faible. Son impact dans les zones de paludisme stable,
ou le taux de transmission €était tres élevé (et I’infrastructure
des services de santé tres limitée) essentiellement regroupées
en Afrique intertropicale, fut transitoire et marginal.

Quinze ans plus tard, en 1969, les membres de
I’AssembBe de 1’Organisaton Mondiale de la Santé
devaient en reconnaitre les limites et, dans une certaine
mesure, I’échec : les facultés d’adaptation du vecteur et du
parasite avaient conduit a la propagation d’anopheles résis-
tantes aux insecticides et de souches plasmodiales résistantes
aux antipaludiques. L’ extension de la chloroquinorésistance
a I’ensemble des zones d’endémies palustres fut suivie par
I’apparition et la diffusion de résistances a la plupart des
autres antipaludiques non reliés structuralement (agissant
donc par des mécanismes d’actions distincts) notamment les
antifolates (2). Aujourd’hui, 1’état du paludisme dans le
monde (40 % de la population mondiale en zones a risque ;
300 a 500 millions de nouvelles infections chaque année; 1,5
a 2,7 millions de morts annuelles) n’est pas tres différent de
celui rapporté par I’Organisation Mondiale de la Santé a la
fin des années 40 (3 millions de déces et 300 millions de
malades). En 1994, a I’initiative du Conseil Economique et
Social des Nations Unies, et d’un certain nombre d’orga-
nismes de recherche, il fut décidé de mettre en place un
agenda global de lutte contre le paludisme sur 30 ans. Il peut
étre espéré que les prochaines décennies verront la mise au
point de principes vaccinaux dont il est difficile pour I’heure
de prédire a la fois 1’éventail de protection et la durée d’ac-
tion. La chimiothérapie demeurera, au moins pour les 10 pro-
chaines années, une méthode nécessaire pour la protection
contre le paludisme. Seules des molécules a mode d’action
ori ginale pourront court - circuiter les résistances alaimantes
des parasites circulant aux médicaments actuels.

Cette revue a pour objectifs de montrer 1’arsenal thé-
rapeutique actuel, les développements récents et les nouveaux
conceqts ou nouvelles molécules d’intérét pour 1’avenir.

Au cours de 1’évolution, les micro-organismes ont su
déjouer les pieges qui leur sont tendus par 1’environnement
et notamment par leur hote, ’Homme. On ne peut qu’espé-
rer que ’ensemble des moyens mis en ceuvre actuellement
au niveau mondial permettrade déjouer tous les mécanismes
de survie sélectionnés chez les Plasmodium, au cours de leur
longue co-évolution avec I’homme et I’anophele.

LARSENAL THERAPEUTIQUE ACTUEL

Les quinoléines (chloroquine, quinine, méfloquine,
halofantrine, amodiaquine)
* La chloroquine

La chloroquine, synthétisée en 1934, est largement
utilisée en prophylaxie et en thérapeutique du fait de son acti-
vité sur les quatre Plasmodium humains (3). Faiblement
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toxique et bon marché, elle permettait de contrdler effica-
cement le probléme posé par le paludisme. Suite a I’appari-
tion, dans les années 1960, de souches de Plasmodium fal -
ciparum résistantes a la chloroquine en Asie du Sud-Est, en
Amérique Centrale et en Amérique du Sud puis en Afrique
(4-6), son utilisation est maintenant limitée. Bien qu’étudiés
depuis de nombreuses années, ses modes d’action et méca-
nismes de résistance restent hypothétiques et toujours contro-
versés.

L’accumulation de la chloroquine dans les érythro-
cytes infectés est préalablement nécessaire pour son activité
et il est a peu pres établi que 1’accumulation de cette base
faible dans la vacuole digestive du parasite est essentielle pour
I’activité antipaludique (7,8).

Les hypotheses actuelles concernant le mécanisme
d’action de la chloroquine se centrent autour de I’interaction
de la drogue avec I’hématin e, produit de dégradation de 1’hé-
moglobine (9). En effet, dans la vacuole digestive, le para-
site séquestre I’hématine libre dans une macromolécule non
toxique pour lui-méme, appelée I’hémozoine (9, 10). Le
mécanisme d’action le plus convaincant semble étre une inhi-
bition de ce processus responsable de la détoxification d’un
métabolite produit lors de la dégradation de I’hémoglobine
et tres probablement I’empéchement de la cristallisation du
métabolite hématine en hémozoine, p roduit non toxique pour
le parasite. Par ailleurs, I’utilisation des inhibiteurs de pro-
téases qui empéchent la protéolyse de I’hémoglobine, réduit
I’accumulation de la drogue dans le parasite. Ces résultats
indiquent que I’accumulation de la chloroquine est due, au
moins en partie, a une affinité spécifique pour I’hématine et
non pas seulement au mécanisme de transport de la chloro-
quine a travers la membrane plasmique, que ce soit suite a
un effet lysosomotropique (11, 12), ou par un échangeur
Na+/H+ comme suggéré auparavant (13, 14).

Deux mécanismes pourraient rendrecompte de cette
interférence avec les fonctions de la vacuole digestive : (i)
la liaison de la chloroquine a 1’héme libre (ferriprotopor-
phyrine IX) empéchant son incorp oration dans ’hémozoine,
des récentes études ayant montré que la chloraquine inhibait
la polymérisation de I’heéme (15, 16) ; (ii) une augmentation
du pH vacuolaire qui altérerait la physiologie de cet organite.
La chloroquine pourrait aussi interférer avec le transport
intracellulaire (transport des vésicules d’endocytose conte-
nant I’hémoglobine vers la vacuole digestive ou celui des
enzymes lysosomales comme les protéases vers la vacuole
digestive) (17) en augmentant le pH intravésiculaire (18).

Le pH du cytoplasme érythrocytaireest compris entre
7,0 et 7,2, celui du cytoplasme parasitaire entre 6,8 et 7,0 et
celui de la vacuole digestive entre 4,8 et 5,2. Nombre d’études
montrent que les amino-4-quinoléines et les amino-alcools
augmentent le pH interne de la vacuole digestive. Cette aug-
mentation de pH pourrait inhiber indirectement I’activité des
protéases acides (19), 1a pompe a protons ou le transport intra-
cellulaire des macromolécules.

Cependant, il a été récemment montré que le pH de
la vacuole digestive de souches résistantes est plus acide que
celui de souches sensibles (20), ce qui est en contradiction
avec le fait communément admis que la diminution de 1’ac-
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cumulation de la chloroquine est liée a une augmentation de
pH vacuolaire.

D acidification de la vacuole digestive empécherait
I’action toxique de la chloroquine contre le parasite en rai-
son des effets du pH sur la solubilité de I’heéme non poly-
mérisé présent dans la vacuole (i) la aistallisation (ou poly-
mérisation) s’effectue a des pH inférieurs a 5,5 et est
instantanée a pH 5,3; (ii) la chloroquine se lie a I’heme
soluble mais pas a I’héme insoluble ou a I’hémozoine (21).
D acidification de la vacuole digestive facilite donc la cris-
tallisation de I’hématine, diminuant du méme coup 1’inter-
action de la chloroquine avec sa cibl e. Cependant, une longue
exposition du parasite a la chloroquine entraine une acidifi-
cation du pH vacuolaire de la souche chloroquinosensible
mais pas de changement significatif du pH de la vacuole
digestive de la souche chloroquinorésistant (22). Cette aci-
dification serait due a une réponse physiologique a la pré-
sence de chloraquine et n’interviendrat qu’apres 1’action de
la chloroquine.

La résistance a la chloroquine est bien connue pour
étre reversée par le vérapamil, un inhibiteur de la résistance
multiple aux drogues chez les cellules cancéreuses (23), sug-
gerant que la résistance a la chloroquine chez P. falciparum
serdit similaire a celle observée chez des cellules cancéreuses
de mammifére multirésistantes. Dans les cellules cancéreuses,
les résistances sont alors dues a I’induction d’une P-glyco-
protéine codée par le gene mdr multi-drug resistance) (24).
Par analogie, il a été supposé que les parasites résistants
expulseraient activement la chloroquine (25) probablement
grace a un transporteur codé par un géne de type mdr (26).
Deux genes, pfmdrl et pfmdr2, homologues aux génes MDR
de mammiferes, ont été identifiés chez P. falciparum (27,28).
Pgh-1, le produit de pfmdrl, est localisé dans la membrane
de la vacuole digestive (26) et pourrait donc bien étre impli-
qué dans le transport de molécules a travers cette mem-
brane (29). Il a ét€ initialement suggéré que la protéine Pgh-
1 faisait sortir la chl oragquine hors de la vacuole (phénomene
d’efflux) et était surexprimée chez les parasites chloroqui-
norésistants (25). Cependant, la résistance a la chloroquine
n’est pas corrélée au niveau d’expression de la Pgh-1 (30),
peut méme Etre associée a une diminution du nombre de
copies de pfmdrl (31) et des expériences de croisement des
souches résistantes et sensibles a la chloroquine ont montré
que les mutations dans le géne pfmdr ne sont pas liées a la
résistance ce qui a remis en cause le role central de ce gene
dans le mécanisme de résistance a la chloroquine (32). Une
autre hypothese évoquée était que la pompe Pgh-1 permet-
trait ’entrée (et non la sortie) de la chloroquine dans la
vacuole digestive. Cette hypothese était compat i ble avec une
résistance due a des mutations du géne pfmdrl ou associée
a une diminution du nombre de copies de pfmdrl, une nuta-
tion sur le codon tyrosine-86 étant associée a une résistance
a la chloroquine (33). Mais, des études, sur un nombre plus
important d’échantillons, ont montré que la résistance a la
chloroquine n’était finalement pas liée a cette mutation (34,
35). Le r6le de pompe de la Pgh-1 (entrée ou sortie) pour-
rait ne pas €tre 1i€ a la résistance a la chloroquine. La pro-
téine Pgh-1 pourrait agir comme un canal chlore ou comme

modulateur d’un tel canal (36). Elle permettrait 1’acidifica-
tion de la vacuole digestive et les mutations sur Pgh-1 entrai-
neraent une alcalinisation de la vacuole digestive. Mais cette
hypothéese n’est pas en accord avec les données récentes qui
montrent un pH plus élevé chez les parasites sensibles (20-22).
Les liens entre Pgh-1 et résistance a la chloroquine restent donc
a ce jour hypothétiques.

Plus tard, cette résistance a été associée a des poly-
morphismes complexes dans une région de 36 Kb sur le chro-
mosome 7 (37). Les genes pfcgl et pfcg2 situés sur le chro-
mosome 7, furent identifiés dans cette région (38). La
protéine cg2 codant une protéine unique transmembranaire
localisée dans la membrane du cytosol pourrait €tre impli-
quée dans le transport de la chloroquine et dans I’inhibition
de la polymérisation de la protoporphyrine IX. Des poly-
morphismes complexes de pfcg2 ont été associés a la résis-
tance a la chloroquine (39,40). Mais une étude ultérieure,
basée sur le remplacement de ces deux genes chez les souches
résistantes par ceux des souches sensibles a la chloroquine,
indique que la résistance a la chloroquine ne serait pas tou-
jours corrélée a ces genes (41).

Récemment, pftcr, un géne codé par 13 exons, a été
identifié pres de pfcg2 sur le ch romosome 7 (42). Il code une
protéine de 424 acides aminés qui serait un canal ou trans-
porteur permettant de traverser la membrane de la vacuole
digestive. Une mutation du codon 76 associée a plusieurs
autres mutations est présente chez tous les isolats résistants
et absente chez les isolats sensibles. Pftcr T76 peut étre uti-
lis€ comme marqueur pour la surveillance de la chloroqui-
norésistance (43-45). Gpendant, ce marqueur est également
présent chez des isolats présentant une faible diminution de
sensibilité et qui sont éliminés par un traitement standard par
la chloroquine, ce qui limite son intérét dans la surveillance
aux régions a faible prévalence de chloroquinorésistance
comme le Mali (1).

* L’amodiaquine

Récemment un renouveau d’intérét est apparu pour
I’amodiaquine dans le traitement de 1’acces simple. Elle
montre des taux d’échecs parasitologiques et cliniques plus
faibles que la chloroquine, dans le traitement d’enfants en
Gambie (46) et au Sénégal, au Cameroun, au Gabon et au
Congo (47,48). Du fait de sa toxicité hépatique et sur la
moelle osseuse au cours de traitement de longue durée (49),
elle n’est pas recommandée en prophylaxie. Mais, aucune
toxicité sérieuse n’a été rapportée au cours de traitement par
amodiaquine (50,51). Le mode d’action de I’amodiaquine
semble étre le méme que celui de la chlomquine.
L’accumulation de I’amodiaquine est corrélée a celle de la
chloroquine et est aussi diminuée chez les isolats chloro-
quinorésistants (52). De plus, des mutations sur le gene
pfmdr1 sont associées a une résistance a I’amodiaquine (53).
Comme la chloroquine, I’amodiaquine peut inhiber la poly-
mérisation de I’heme (15,54) a des concentrations plus faibles
que celles de la chloroquine (55), probablement en inhibant
la dégradation de I’héme par la glutathione (56).
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* La quinine

La quinine était utilisée par les médecins avant méme
que le paludisme soit une pathologe reconnue. Les premiers
cas documentés de résistance ont été rapportés dans les
années 1960 au Brésil et en Asie du Sud-Est puis deviennent
moins rares dans les années 1980 (57-59). En Asie du Sud-
Est, la quinine est utilisée en association avec la tétracycline
(60-62) ou la clindamycine (63). La quinine reste le princi-
pal antipaludique recommandé dans la traitement du palu-
disme grave. La quinine a une activité optimale contre les tro-
phozoites agés et les jeunes schizontes (64, 65). La quinine
se lie aussi a I’héme (66) et inhibe la cristallisation de I’héme
(54,55). Le complexe quinine-héme est capable d’endom-
m ager les membranes parasitaires par peroxydation lipidique
(67) et par libération d’heéme en présence de glutathion (68).
La quinine bloque les canaux Na+ et K+ des cellules de mam-
miferes. Elle entraine aussi une diminution de conductivité
électrique dans la membrane des hématies parasitées, sug-
gérant qu’elle bloque aussi le transport ionique (69).

La sensibilité des isolats a la quinine est généralement
indépendante de celle a la chloroquine ou a la méfloquine.
Cela suggere que les mécanismes de résistance a la quinine
sont différents de ceux de la résistance a la chloroquine ou
a la méfloquine. Alors que la surexpression in vitro du gene
pfmdrl entraine une résistance a la fois a la quinine et a la
méfloquine (70-72), les isolats résistants a la méfloquine sont
le plus souvent sensibles a la quinine et vice versa (73-75).

* La méfloquine

La méfloquine (quinoléineméthanol) est le résultat de
la collaboration du Walter Reed Army Institute of Research
(WRAIR), de I’OMS et de Hoffman-La Roche. Son emploi
estréservé & la chimioprophylaxie en monothérapie ou asso-
cié en chimiothérgie du paludisme chloroquino- et/ou mu l-
tirésistant. Cependant, la résistance a la méfloquine est main-
tenant bien documentée en Indochine, en Afrique de I’Est et
en Afrique de I’Ouest, ou des cas sporadiques apparaissent
régulierement (76-79). L'efficacité de la méfloquine en
Thailande a diminué de 90 % en 1985 a moins de 50 % (80).
Les 1200 militaires brésiliens qui composaient la force de
maintien de la paix en Angola en 1995-1996, ont suivi une
prophylaxie a la méfloquine pendant six mois. Il a été observé
21 % d’acces palustre pendant cette période avec 3 déces dus
au paludisme grave (81). Les effets secondaires de la méfl o-
quine sont encore tres controversés. L’ utilisation de 1a méfl o-
quine chez les aviateurs(82) et chez des militaires (83) sug-
gererait que cette molécule est relativement sans danger en
prophylaxie. Cependant, 1a méfloquine est associée a des syn-
dromes neuropsychiatriques (84-87).

Le mécanisme d’action de la méfloquine n’est pas
encore connu. Il a été montré que, comme toutes les quino-
Iéines, elle inhibait la cristallisation de I’héme (54, 55). La
résistance in vitro a la méfloquine est associée a une résis-
tance a I’halofantrine et a la quinine avec une augmentation
de sensibilité a la chloroquine (70). Elle serait due a une
mutation sur I’acide aminé 86 sur le gene de pfmdr1 (70).
Une augmentation du nombre de copies et de I’expression de
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pfmdrl semble corrélée a la résistance d’isolats thailandais
a la méfloquine et a I’halofantrne (30). D’autres travaux ont
montré que des polymorphismes sur la séquence de pfmdrl
étaient associés a une augmentation de sensibilité a la méfl o-
quine et a I’artémisinine (88).

* L’halofantrine

L’halofantrine (phénanthréne-méthanol) fait aussi par-
tie du programme de recherche mis en place apres la
Deuxieme Guerre Mondiale par le WRAIR. Elle a démon-
tré en thérapeutique une efficacité dans les régions ou la
méfloquine n’avait plus d’action (89). Des cas de résistance
a I’halofantrine ont été décrits. L’utilisation de 1’halofantrine
peut entrainer des troubles cardiaques (90-93).

Le mécanisme d’action de I’halofantrine reste
inconnu. Il a ét€ montré que, comme toutes les quinoléines,
il inhibait la cristallisation de I’héme (54,55). La résistance
in vitro a I’halofantrine serait associée a une résistance a la
méfloquine et a la quinine mais une augmentation de sensi-
bilité a la chloroquine est alors observée (70). L’augmentation
du nombre de copies et de 1’expression de pfmdrl semble
corrélée a la résistance d’isolats thailandais a la méfloquine
et a I’halofantrine (30).

Sesquiterpenes lactones : dérivés de I’artémisinine

Utilisés en médecine traditionnelle en Chine depuis
plusieurs centaines d’années, les extraits de la plante
A rtemisia annua n’ ont que récemment rejoint la panoplie des
médicaments antipaludiques commercialisés. L identification
en 1972 du principe actif par un groupe de scientifiques ch i-
nois fut suivi d’études scientifiques assez completes ayant
pemmis d’identifier une nouvelle classe d’antiparasitairesde
type peroxyde, qui n’a pas encore suscité de résistance réelle
(94). L art®misinine et la premiere génération de ses dérivés
sont utilisées couramment depuis en Chine et en Asie du Sud-
Est (95). Des centaines de dérivés ont été synthétisés et éva-
1ués in vitro et in vivo chez des animaux (96-100).

Plus rapides qu’aucun autre antipaludique sur la dis-
parition des parasites du sang (101) et ne possédant que peu
d’effets secondaires, ils sont d’une grande utilité dans le trai-
tement des paludismes graves ou 1’artéméther fait jeu égal
avec la quinine, surtout dans les zones de multirésistance de
P. falciparum. Mais leur élimination tres rapide (demi-vie de
quelques heures) impose des traitements longs (102, 103) ou
des associations (101, 104), sous peine d’observer un taux
de rechutes important. Ces composés sont donc associés a
d’autres molécules comme la luméfantrine (105, 106) ou la
méfloquine (105, 107). Quelques isolats présentent in vitro
des sensibilités diminuées a I’artéméther (108, 109) ou a I’ar-
tésunate (110). Des cas de résistance a 1’artémisinine et a ses
dérivés auraient été rapportés (111).

Le mécanisme d’action de I’artémisinine est un des
mieux connus a I’heure actuelle (112-114). Le pont endo-
peroxyde parait essentiel pour I’activité de 1’artémisinine et
de ses dérivés, les analogues n’en possedant pas étant inac-
tifs (112, 115). Les endoperoxydes peuvent se décomposer
en radicaux libres en présence de fer. Les piégeurs de radi-
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caux libres ont la capacité d’inhiber 1’activité antipaludique
de I’artémisinine alors que les générat e ursde radicaux libre s
ou un fort taux d’oxygene I’augmentent (116-118). Le trai-
tement de membranes d’hématies saines ou parasitées par des
dérivés de I’artémisinine entraine des dommages li€s a la libé-
ration de radicaux libres et la production de composés d’ox y-
dation caractéristiques (119, 120). L’ a rtémisinine peut donc
étre considérée comme un composé pro-oxydant.

Mais certaines sesquiterpenes lactones, comme 1’ ar-
téflene, ont des propriétés d’alkylation beaucoup plus faibles
(121). L’heme libre, libéré pendant la digestion de I’hémo-
globine, joue un role important dans la toxicité sélective de
I’artémisinine vis-a-vis de P. falciparum (122). Lalibération
de radicaux libres a partir de 1’artémisinine dépend du fer, et
plus particulierement du fer (I). Le fer et surtout la ferro-
protoporphyrine IX catalysent la décomposition in vitro de
I’artémisinine (123-125). Des chélateurs du fer peuvent inhi-
ber I’action de I’artémisinine (126). De fortes corrélations ont
été trouvées entre la liaison de dérivés de I’artémisinine a la
femoprotoporp hy rine IX et leur activité antipaludique (127).
Il est désormais admis que I’activité de I’artémisinine néces-
site son interaction avec la ferroprotoporphyrine IX
(120,122,128,129).

La capacité de ’artémisine a inhiber la biosynthese
de I’hémozoine est controversée. Pour Hawley et al., I’ arté-
misinine et ses dérivés n’inhibent pas la cristallisation de
I’héme (55). Pour d’autres, ils inhiberaient la cristallisation
de I’héme (15,130,131).

Dalkylation de protéines spécifiques par 1’artémisi-
nine a été montrée (132,133). Une de ces protéines a été puri-
fiée et séquencée ; son gene a été cloné et exprimé. Elle fait
partie de la famille des protéines de contrdle tumoral (TCTP),
qui sont cytosoliques. Cette protéine se lie in vitro a I’heme
et réagit sélectivement avec I’artémisinine (112,134). De
meéme, 1’ ar®misinine peut alkyler I’albumine humaine (135).

Il a été montré que des mutations du codon 86 sur le
gene pfmdrl étaient associées a une augmentation de sensi-
bilité a I’artémisinine conjointe a celle de la méfloquine
(136).

Hydroxynaphtoquinones (atovaquone)

L’atovaquone est couramment utilisé dans le traite-
ment des pneumonies a Pneumocystis carinii (137) et dans
les leishmanioses (138). Les premieres évaluations de I’ato-
vaquone dans les acces simples de P. falciparum ont mon-
tré une bonne réponse, mais associée a un taux de recrudes-
cence €levé (139) pouvant ateindre30 % (140). Afin d’éviter
I’apparition rapide de résistances a 1’atovaquone, sa combi-
naison avec le proguanil a été développée.Cette association
est synergique in vitro (141, 142) et I’efficacité clinique de
cette association a largement été démontrée (143-146). Cette
association atovaquone-prguanil (ratio 2,5-1) est désormais
commercialisée par le groupe Glaxo-SmithKline sous le nom
de Malarone®.

L’atovaquone est une naphtoquinone analogue du
coenzyme Q qui tue le parasite en inhibant indirectement la
dihydroorotate réductase, quatrieme enzyme de la synthese
des bases pyrimidines (147, 148). La diminution de la quan-

tit¢ de ANTP produits (149) fait suite au fait que I’activité de
cette enzyme ne peut étre exprimée qu’en présence d’ac-
cepteurs d’électrons, les électrons issus de la réaction pou-
vant étre passés directement a I’oxygene, accepteur final, via
I’ubiquinone et la cytochrome oxydase. L’ atovaquone se lie
au complexe bcl (complexe III), responsable de 'ox ydation
de I’ubiquinone générée par différentes déshydrogénases et
de la réduction du cytochrome c, qui est ensuite lui-méme
oxydé par la cytochrome ¢ oxydase (150). L’analyse de la
séquence d’acides aminés constituant le cytochrome b plas-
modial montre qu’il differe de celui des autres organismes
(151).

Initialement, il semblait que la synergie du proguanil
était due a son activité antifolate, qui associée a 1’effet de
I’at ovaquone sur la dihydrmoormtate déshydrogénase, inhibait
la synthese pyrimidique.Le proguanil n’a cependant aucune
action comme antifolate, c’est son métabolite, le cyclogua-
nil, qui est actif sur la dihydrofolate réductase (DHFR). Il a
été montré que la synergie était due a 1’action du proguanil
et non du cycloguanil (141). En fait, le proguanil, qui seul
n’a aucune action sur le potentiel membranaire de la mito-
chondrie, augmente la capacité de 1’atovaquone a collapser
ce potentiel lors de I’association (142). Ceci explique I’ef-
ficacité de cette association dans des régions ou de nombreux
échecs au proguanil sont observés (140). Il n’y a pas d’in-
teraction dans les pharmacocinétiques des produits de 1’as-
sociation atovaquone-proguanil (152).

Des mutations associées a une résistance a 1’atova-
quone ont été trouvées sur le gene du cytochrome b de
Toxoplasma gondii (153), P. berghei (154) et P. falciparum
(155, 156), au niveau du site de fixation de 1’atovaquone.

Inhibiteursde la dihy d rofol ate réductase (DHFR) :
proguanil et pyriméthamine

L’invasion de I’Indonésie par les Japonais pendant la
Deuxieme Guerre Mondiale a privé les armées alliées de leur
unique source d’antipaludique, la quinine. Ceci a conduit a
une recherche intensive et au développement du proguanil.
Le succes du proguanil (157) a stimulé la recherche sur les
dérivés des pyrimidines et la synthese de la pyriméthamine
(158). Cependant, leur efficacité a rapidement diminué en rai-
son du développement rapide d’une résistance du parasite
contre cette famille de molécules. La pyriméthamine a été
alors associée a un sulfonamide, la sulfadoxine.
Malheureusement, la résistance a 1’association pyrimétha-
mine-sulfad oxine (Fansidar®) s’est étendue rapidement. Elle
reste cependant efficace dans un certain nombre de pays
d’ Afrique, comme la Cote d’Ivoire, la Gambie, le Nigeria,
I’Ethiopie (6, 159). Le proguanil est associé a la chloroquine
en prophylaxie. Mais, de plus en plus de souches sont résis-
tantes a la chloroquine et au métabolite actif du proguanil,
le cycloguanil. Dans certains pays, comme le Gabon, les taux
de résistance in vitro ala chloroquine et au cycl oguanil sont
tres importants (160). Diff é rentes études, basées sur le géno-
typage de la DHFR, ont montré des taux élevés de résistance
a la fois au proguanil et a la pyriméthamine, et ceci quel que
soit le continent (161-165).
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Le cycl oguanil et la pyriméthamine agissent sur la voie
des folates. Leur structure chimique est relativement similaire
a celles des analogues de la pyrimidine (158). Le cyclogua-
nil et la py iméthamine sont des inhibiteurs de la DHFR chez
P. berghei, P. chabaudi et P. falciparum (166-168).

Chez des souches de P. ch abaudi résistantes aux anti-
folates, des altérations de I’affinité de liaison pour la molé-
cule ont été observées mais pas d’altération dans I’expres-
sion de I’enzyme (169). L’enzyme de souches modérément
et tres résistantes a la py iméthamine fi xent de 15 a 500 fois
moins la py iméthamine que celle de souches sensibles (170).
Il est vraisembl able que des mutations sur le gene DHFR alte-
rent la structurede la protéine et diminuent son affinité pour
la pyriméthamine et le cycloguanil conduisant & une résis-
tance aux inhibiteurs de la DHFR. Le gene de 1a DHFR de
P. falciparum a été cloné en 1987 (171,172), L’analyse de
souches résistantes a la pyriméthamine par induction expé-
rimentale montre des nutations et des amplifications du gene
(173,174). Les mutations sur le codon 108, 51, 59 et 164 sont
associées a des résistances aux inhibiteurs de la DHFR
(172,175). La mutation du codon 108 est nécessaire pour
entrainer la résistance et les mutations des codons 51 et 59
augmentent le niveau de cette résistance (168,176,177). La
résistance de P. vivax aux antifoliniques n’est plus désomais
considérée comme constitutive. Elle aurait été acquise sous
p ression médicamenteuse et serait liée aux mutations en 117,
58 et 57 de PvDHFR (178).

Sulfones et sulfonamides

Les sulfones et les sulfonamides ont été tres utilisés
pendant la Deuxieme Guerre Mondiale puis nettement moins
avec ’utilisation de la chloroquine et de la pyriméthamine.
Le plus utilisé des sulfonamides en Afrique est la sulfadoxine
en association avec la pyriméthamine (Fansidar®) (6).

Les sulfones et les sulfonamides inhibent la dihy-
droptéroate synthase (DHPS) de P. berghei (179,180), de P.
chabaudi (181) et de P. falciparum (182-183). Ces compo-
sés sont des analogues du PABA et agissent comme inhibi-
teurs compétitifs de 1la DHPS (183).

Le gene de 1a DHPS a été cloné en 1994 (184-185).
Cette enzyme est bifonctionnelle. Son ex pression chez E. coli
et sa purification indiquent une protéine de 83 kDa alors que
par gel filtration, sa masse moléculaire est estimée entre 207
et 246 kDa, ce qui suggére que cette enzyme est formée de
2 a 3 sous-unités (183).

L’analyse de séquences du géne de la DHPS montre
des différences d’acides aminés entre des souches sensibles
et résistantes a la sulfadoxine (184,185). Des mutations des
codons 436, 437, 540, 581 ou 613 sont associées a des dimi-
nutions de sensibilité a la sulfadoxine (186,187). Les enzymes
recombinantes possédant des mutations en 437 ou en 437
plus 540 ont un rapport kcat/Km vis-a-vis du PABA qui dimi-
nue et une Kinhib de sulfadoxine qui augmente (183). Les
mutations sur la DHPS sont trés souvent associées a des
mutations sur la DHFR, sugg é rmt que les loci impliqués sont
tres proches. Des mutations sur DHFR (codon 108) associées
a des mutations sur DHPS (codon 540) entrainent une aug-
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mentation de la résistance a 1’association sulfadoxine-pyri-
méthamine (188).

Antibiotiques (tetracyclines, macrolides)

Méme si un macrolide,l’azythromycine, semble don-
ner des résultats intéessants, ce sont surtout les tétracyclines
qui, en inhibant la synthese des protéines, possedent une
réelle, mais lente, activité antiparasitaire. La doxycycline
(Vibramycine®, Tolexine®...) est ainsi utilisée en zone de
multi-résistances (Asie principalement), en prophylaxie ou
en association au traitement par la quinine.

Des études in vitro (189) et des études cliniques (190-
192) montrent ’efficacité de la doxycycline dans le palu-
disme. Les tétracyclines agissent sur la mitochondrie plas-
modiale qui, comme les eucaryotes, contient des ribosomes
708S. Mais, la tétra cy cline inhibe aussi la synthese potéique
par action sur les ribosomes 80S (193). Les tetracy clines agi-
raient en diminuant 1’activité enzymatique de la dihydroo-
rotate déshydrogénase chez P. falciparum (194,195), pro-
b ablement en inhibant sa synthese. La dox ycy cline diminue
le taux de NTP et de NTP (196). Les tétracyclines néces-
sitent un temps de contact plus long que les autres antipalu-
diques pour étre efficaces. De ce fait, la doxycycline est géné-
ralement utilisée en association avec d’autres molécules
comme 1’atovaquone (140), I’artésunate (197) ou la méflo-
quine (197).

Les macrolides, et plus particulierement 1’érythro-
mycine, sont actifs vis-a-vis de P. falciparum (198, 199).
L activité antiplasmodiale de I’azithro mycine a ét€ montrée
vis a vis de P. falciparum (200), de P. yoelii (201, 202), de
P. cynomolgi (203) et dans des études cliniques (204). Elle
a une meilleure activité et pharmacocinétique que 1’éry-
thromycine (205). Son efficacité est renfo rcée si elle est asso-
ciée a I’artéméther (206).

Il est a noter ici que certains antibiotiques dont la
doxycycline et I’azithromycine peuvent inhiber la synthese
protéique par inhibition de certaines fonctions de 1’apico-
plaste,un reliquatd’un ancien ch 1o roplaste identifié chez P.
falciparum (207).

Les schizonticides hépatiques et gamétocytocides

Dans cette classe de produits, la primaquine est le seul
réellement actif sur les formes hépatiques et les formes
sexuées du parasite. Elle est active contre les formes hépa-
tiques de P. falcipaum et P, vivax et surtout contre les formes
hypnozoites de P. vivax et P. ovale, permettant donc la gué-
rison définitive des infections de ces deux demieres especes
sans risque de rechute de 1la maladie. Cette molécule est éga-
lement tres active sur les formes gamétocytes des quatre
especes (208). Hélas, cette molécule est trop toxique pour
pouvoir étre utilisée & large é&chelle, surtout en Afrique ot elle
provoque des hémolyses chez les sujets déficitaires en glu-
cose-6-phosphate dehy d rogénase (G6PD). Un nouveau
dérivé dans ce groupe, le WR 238605 ou Tafenoquine, mieux
toléré et plus efficace, est a I’étude en phase clinique III
(SKB) (209).
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Tableau I - Quelques exemples de combinaisons des drogues antipaludiques déja développées ou en cours de développement.

Drogues Indications

Commentaires

Fansidar® (Sulfadoxine + Pyriméthamine)
Chlorproguanil / Dapsone

Malarone® (Atovaquone + Proguanil)
Co-artemether (Artemether + benflumetol)

Paludisme sans complication
Paludisme sans complication
Paludisme sans complication
Paludisme sais complication

Usage limité par la prédominance de résistance
Essais cliniques en Phase IIT (03/2000)
Introduit récemment sur le marché

En phase tardive de développement clinique

Les associations

Comme dans la prise en charge des affections bacté-
riennes, 1’associaion de plusieurs molécules antipaludiques
vise a améliorer I’efficacité du traitement, dans certain cas par
synergie potentialisatrice, en rendant de toute fagon hautement
improbable I’émergence de résistances. En prophylaxie, seule
I’associaion chloroquine-proguanil (Savarine®) est aujour-
d’hui recommandée chez I’adulte dans les zones de chloro-
quinorésistance modérée. En curatif, les associations font sur-
tout appel aux antifoliques et antifoliniques. Si la
pyriméthamine-sulfadoxine (Fansidar®) occupe une place
importante dans les schémas thérapeutiques, d’ autres asso-
ciations jouent un rdle plus discret dans 1’arsenal thérapeu-
tique : pyiméthamine-dapsone (Maloprim®) en prophylaxie.
Le Fansimef® (association triple de Fansidar® et de méfl o-
quine) n’a pas fait la preuvede sa supériorité lors d’une uti-
lisation large en Asie : elle impose un sous-dosage du com-

posant ayant la plus lente élimination, 1a méfloquine, qui risque
de faireémerger des résistances. Les associations utilisant qin-
ghaoshu et amino-alcool (artésunae-méfloquine ou artémé-
ther-luméfantrine, dénommé co-artéméther) commencent a étre
utilisées en Asie dans les zones de multirésistance Il est un peu
tot pour que 1’on puisse avoir une idée exacte de leur avenir,
qui semble prometteur. Quelques exemples des différentes
combinaisons de drogues actuellement utilisées ou en cours
d’optimisation sont décrit dans le tableau I.

RECENTS DEVELOPPEMENTS ET NOUVELLES CIBLES

La figure 1 présente les principaux organites des tro-
phozdtes de P. falcipamm qui sont considérés comme asso-
ciés aux cibles avérées des principaux antipaludiques
actuels et aux cibles potentielles des molécules en cours
d’évaluation.

~Quinnliing (nteonction wvoc hima)

Figure 1 - Cibles avérées et potentielles des antipaludiques actuels et des nouvelles molécules en cours d’évaluation.
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Métabolisme des lipides

Le développement intraérythrocytaire de Plasmodium
du stade anneau au stade schizonte, nécessite la biogenese
d’une quantité considérable de nouvelles membranes:
membrane de la vacuole parasitophore, membranes plas-
mique et nucléairedu parasite et membranes des différentes
organelles du parasite comme 1’apicoplaste, la mitochondrie
et la vacuole digestive. Les phospholipides dont le contenu
érythrocytaire augmente de plus de 600 % apres impaluda-
tion sont les constituants majeurs des membranes du para-
site, alorsque le cholestérd semble en étre quasiment absent.
La biogenese membranaireconsidérable est donc accompa-
gnée d’une abondante synthese de phospholipides effectuée
et coordonnée par le parasite car I’hématie a perdu toute cap a-
cité de synthese lipidique de novo. Gpendant, Plasmodium
apparait dépendant de 1’hdte pour s’approvisionner en tétes
polaires des phospholipides (choline, éthanolamine, sérine
et inositol). Il puise également dans le plasma pour obtenir
I’essentiel de ses acides gras (acides gras et lysophospholi-
pides du sérum) qu’il ne peut synthétiser (voir aussi apico-
plaste) (210,211).

Ces travaux ont favorisé 1’éclosion d’une nouvelle
approche pharmacologique du paludisme par substitution ou
compétition d’analogues des tétes polaires ou par utilisation
d’acides gras non-naturels. L’ interfémnce la plus prometteuse
aujourd’hui est un blocage du transporteur de choline qui
fournit au parasite un précurseur indispensable pour la syn-
these de la phosphatidy 1 choline, phospholipide majeur chez
le parasite. En effet, I’entrée de choline dans I’érythrocyte qui
s’effectue par diffusion facilitée (212), est une étape limitante
dans la synthese de la phosphatidylcholine, et constitue une
cible potentielle pour de nouveaux antipaludiques par blo-
cage par des inhibiteurs analogues de la choline. Le trans-
porteur est cyclique, non sodium dépendant, asymétrique, et
posseéde un groupement sulfydry le, N-EthylMaleimide-sen-
sible en confo rm ation face interne, 1’ é tap limitante étant la
réorientation du transporteur a vide. L’affinité du transpor-
teur n’est pas modifiée apres infection mais la vitesse d’en-
trée (Vm) est 10 fois supérieure (213-218). Lentrée de cho-
line dans 1I’érythrocyte est une premiere étape de contrdle,
mais il est probable que son entrée dans le parasite soit aussi
I’objet de diffusion facilitée, méme si les acteurs de ce méca-
nisme de transport ne sont toujours pas formellement iden-
tifiés.

L’apport essentiel de 1’approche dans le domaine de
la chimiothérapie (environ 550 composés effecteurs syn-
thétisés) a été de produiredes molécules présentant une acti-
vité antipaludique y compris sur des souches polypharma-
corésistantes (et antibabésia) in vitro a des concentrations
(IC50) de micro a nanomolaires (environ 1 ng/ml). Les effec-
teurs sont des mimes de la choline qui posseédent une téte
cationique, soit de type ammonium quaternaire (1ere géné-
ration ; G25, leader), soit de type 2-diaminopyridinium (2&me
génération ; MS1 leader). Les essais menés au Cameroun sur
des isolats de P. falciparum diversement chimiorésistants
(150 isolats) n’ont montré aucune résistance croisée avec 5
autres antipaludiques courants.
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Un de ces analogues de la choline, le G25 [1,16-hexa-
decaméthylenebis(N-méthylpyrrolidinium) dibromide], dont
la CI50 in vitro sur P. falciparum est de 0,6 nM (214), a été
plus particulierement étudié. Le composé est plus actif sur
les trophozdtes 4gés et les sch i zontes que sur les jeunes tro-
phozdtes en anneau et inhibe spécifiquement la biosynthese
des phospholipides. G25 apparait efficace in vivo contre les
Plasmodium murins (P. chabaudi, P. vinckei petteri) (214,
219) mais est encore plus efficace contre P. falcipamm chez
des singes. En effet, les expériences conduites chez des singes
infectés par le paludisme humain a P. falciparum (31 singes
traités) montrent des guérisons a des parasitémies supérieures
220 % avec des doses aussi basses que 0,030 mg/kg (G25)
ou 1,5 mg/kg (MS1) (administration intramusculaire). Les
composés apparaissent aussi actifs contre P. vivax et peuvent
guérir des singes Rhesus infecté par P. cynomolgi (220). Les
p arasites sont totalement et rapidement éliminés a des doses
faibles de G25 et sans recrudescence.Enfin, des études plus
récentes ont montré une accumulation sélective des compo-
sés dans les seules hématies parasitées (220). La raison de
ce ciblage naturels des composés vers leurs cellules cibles
n’est pas connus mais explique la puisance des composés et
leur sélectivité.

Cette approche a longtemps été retarde par une faible
absorpion orale des composés de 1° et 2¢ génération. Depuis
1997, des composés dits de troisieme génération faisant inter-
venir des bioprécurs e urs (prodrogues) sont développés. Des
expériences en dose unique contre P. vinckei chez la souris
témoignent de la puisance de ces composés. L absorption et
les perfo rmances thérapeutiques de ces molécules dites de 3¢
génération sont excellentes, y compris in vivo chez le singe.
Ces séries pourraient foumir rapidement maintenant un can-
didat pour des études précliniques.

Protéases et dégradation de I’hémoglobine

Une fois dans la vacuole digestive, 1’ hémodobine est
soumise a un pH suffisamment acide pour dénaturer 1’hé-
m oglobine et libérer I’heéme, mais cette dénat u ration est tres
lente au pH de la vacuole digestive (221, 222). Des protéases
parasitaires seraient nécessaires pour séparer efficacement
I’heme de la globine. D’autres études sur des cultures de P.
falciparum ont montré que la protéolyse de I’hémoglobine
commence avant la libération de I’héme, et que les parasites
contiennent des fragments d’a.- et $-globines auxquelles il
manque 15 a 25 acides aminés mais qui restent attachés a
I’héme (223). De plus, I'inhibiteur de cystéine protéase E-
64 inhibe la dissociation des tétrameres d’hémoglobine (222),
la libération de I’heme a partir de la globine (222), le méta-
bolisme des a- et B-globines (223), et la formation de 1’hé-
mozoine (224). En considérant ces différents résultats, il
apparait que la cystéine protéase plasmodiale contribue a ini-
tier la dégradation de I’hémoglobine.

La vacuole digestive de P. falciparum contient au
moins cinq protéases, les cystéine protéases falcipaine-1 et
falcipaine-2 (225-227) et les aspartiques protéases plas-
mepsine I, Il et IV (228-234). Chacune de ces enzymes par-
ticipe a I’hydrolyse de la globine. Ces enzymes clivent in vitro
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I’hémoglobine dénaturée (225,235). Ces protéases sont syn-
thétisées sous la forme de proenzymes (226,233).

Lincubaion d’hémoglobine avec des lysats de
vacuoles digestives de P. falciparum génerent des fragments
de peptides de 8 a 49 acides aminés (232), sugg é rant que les
falcipaines-1 et -2, les plasmepsines I, II et IV, ainsi que
d’autres protéases entraineraient de nombreux clivages sur
les chaines de globine. Une nouvelle protéine, la falcilysine,
a été identifiée (236). Elle semble incapable de cliver I’hé-
moglobine ou la globine dénaturée mais dégrade les peptides.
Des exopeptidases dans le cytosol pourraient générer des
acides aminés libres a partir des peptides de globine expor-
tés hors de la vacuole digestive.

Les inhibiteurs de protéases peuvent représenter des
antipaludiques potentiels. Un certain nombre de classes de
petites molécules, comme les fluorométhylcétones (237), les
vinylsulfmes (238), les chalcones (239) et les phénothiazines
(240), inhibent I’activité des falcipaines et de ce fait la crois-
sance parasitaire. En présence d’inhibiteurs de cystéine pro-
téases, I’hémoglobine native s’accumule dans la vacuole
digestive du parasite, suggérat que le processus entier d hy-
drolyse de I’hémoglobine est ainsi bloqué (241). La sensi-
bilité in vitro de P. falciparum aux inhibiteurs de cystéine pro-
téases n’est pas associée a celles vis a vis de la chloroquine,
quinine, méfloquine, pyriméthamine, cycloguanil ou sulfa-
doxine (242) : ces fluorométhylcétones et vinylsulfmes sont
actives méme sur des souches multirésistantes. Ces compo-
sés ont démontré leur efficacité in vivo sur des Plasmodium
murins mais a fortes doses (243, 244).

La pepstatine est un inhibiteur des aspartique pro-
téases qui bloque rapidement le développement des parasites
en culture (245). Des inhibiteurs plus spécifiques soit de la
plasmepsine I (246, 247), de la plasmepsine II (248-2 51),
de la plasmepsine IV (234) ou de I’ensemble des plasmep-
sines (252) ont été identifiés.

Du fait que ces deux types de protéases (aspartique
et cystéine) agissent en coopération pour dégrader I’hémo-
globine, il semble logique d’utiliser leurs inhibiteurs spéci-
fiques en association. Ils présentent un effet antiplasmodial
synergique sur des souches en culture (245, 253). De plus,
il a été montré que la pepstatine et les vinylsulfmes en asso-
ciation entrainent des effets synergiques in vivo sur des
souches murines (253).

Interaction avec le transport de molécules

L’inhibition des voies de pénétration des nutriments
et des électrolytes est considérée comme une straté gie poten-
tielle antipaludique. Nous avons précédemment décrit le blo-
cage du transport de la choline par des analogues de la cho-
line. D’autres systemes de transport peuvent étre la cible
potentielle d’antipaludiques (254), comme le transporteur du
glucose (PfHT1) qui a été identifié et dont le gene a été trans-
fecté dans des oocytes de Xenopus (255), le transporteur de
I’acide lactique (256), le canal Cl- impliqué dans le transport
de certains nutriments (257, 258) ou les pompes Na+-K+-
ATPases ou Na+/H+ (14,254). L’ utilisation de ionophores,
qui modifient les concentrations ioniques cytosoliques, est
une stratégie antipaludique envisageable. Des dérivés iono-

phores ont montré une bonne activité in vitro vis a vis de P.
falciparum (259-261) et in vivo sur des souches murines
(262).

Différents composés comme le vérapamil (25, 263-
265), la désipramine (266-269), des antihistaminiques
(270-272), des dérivés anthracéniques (273, 274) ont
démontré depuis une dizaine d’années leur capacité a aug-
menter I’ activité in vitro de la chloroquine chez des souches
résistantes a la chloroquine, en augmentant I’entrée de la
chloroquine dans les hématies parasitées ou en diminuant sa
sortie éventuelle (7,275). L application clinique a été
démontrée in vivo dans des modeles animaux (276,277) ou
chez I’homme (278,279). La réversion de la chloroquinoré-
sistance par le vérapamil serait due a la modulation de I’ac-
tivité de la pompe Na+/H+ via la voie dépendante du calcium
et de la calmoduline (13). Bray et col. ont montré que la cap-
ture de la chloroquine serait due a la liaison de la chloroquine
a la protoporphyrine IX (11). Les verseursde la résistance
a la chloroquine augmenteraient le pH des vésicules acides
ou la ferriprotoporphyrine IX est générée, et par la méme aug-
menteraient 1’affinité de la liaison chloroquine-ferriproto-
porphyrine IX. Dzekunov (20), a montré que le pH vacuo-
laire d’une souche chloroquinorésistante était plus acide que
celui d’une souche chloroquinosensible. Le vérapamil aug-
menterait le pH vacuolaire de la souche résistante & une valeur
proche de celle de la souche sensible sans changer la valeur
de la souche sensible (22). A ce pH, ’héme se trouverait pour
sa plus grande proportion sous la forme d’heéme soluble, la
seule forme préte a se lier a la chloroquine (21).

Interaction avec le métabolisme du fer

Le fer est nécessaire a la croissance de la plupart des
organismes bactéiens, fongiques, parasitaireset des cellules
animales. La disponibilité du fer joue un réle important dans
les relations hotes-parasites (280). Le rdle favorisant du fer
dans la croissance est observé dans le paludisme (281,282).
La fagon dont le parasite acquiert le fer pour son métabolisme
n’est pas encore connue, et différentes sources éventuelles
ont été identifiées, comme le fer 1ié a la transferrine, le fer
provenant de la ferritine de I’hématie parasitée, le pool labile
de fer intraérythrocytaire et le pool ferrique provenant du
catabolisme de ’hémoglobine dans la vacuole digestive du
parasite.

Différents processus métaboliques du parasite intraé-
rythrocytaire sont dépendants du fer. La captation du fer du
parasite par des chélateurs peut désorganiser le métabolisme
parasitaire en empéchant la synthese de I’ADN et en inhibant
nombre de réactions dépendant de phénomenes d’oxydoré-
duction médié par le couple Fe2+/Fe3+ (la synthese de novo
de I’héme, les fonctions des mitochondries et la chaine de
transport des électrons (chaine respiratoire)).

Plusieurs classes de chélateurs du fer ont montré la
capacité de diminuer la croissance plasmodiale in vitro de P.
falciparum comme la desferrioxamine et ses dérivés (283-
287), les sidéro phores «réverses » (288-290), la défériprone
(283, 291), les amines polyanioniques (292), les acylhydra-
zones (293, 294), les aminothiols (295), 1a dexra zoxane (296)
et les composés catéchol (397-300). Un certain nombre de
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ces composés sont naturels et considérés comme des sidé-
rophores, molécules synthétisées par des microorganismes
qui acquierent du fer & partir de I’environnement. De nom-
breuses études ont montré que leur activité antiplasmodiale
était corrélée a leur degré de lipophilie ou a leur capacité a
traverser les différentes membranes (érythrocytaire, vacuo-
laire et parasitaire) (288, 291, 292, 301).

Les chélateurs du fer peuvent étre classés en deux
catégories, selon le mécanisme d’action utilisé pour 1’inhi-
bition de la croissance plasmodiale. Les chélateurs du pre-
mier groupe séquestre raient le fer nécessaire a la réplication
plasmodiale mais seraient sans effet toxique direct sur le para-
site. L’hypothese est étayée par le fait que 1’inhibition de la
croissance plasmodiale est levée par I’addition dans le milieu
d’incubation de concentrations de fer équimolaires a celles
des chélateurs. Cet effet est documenté pour la desferrioxa-
mine (283, 286, 302, 303) et pour un certain nombre d’autres
chélateurs(286, 299, 304, 305). Les composés du deuxieéme
groupe, incluant des chélateurs aromatiques comme les 8-
hydroxyquinolines, agiraient de facon différente. Les 8-
hydroxyquinolines, formeraient un complexe avec le fer a
I’extérieur de la cellule, le complexe pénétrant alors dans 1’hé-
matie parasitée pour y produire une réaction toxique intra-
cellulaire via la libération de radicaux libres (306,307). Les
alkylthiocarbamates (306), le 2,2’ bipyridyl et certains ami-
nophénols sont d’autres exemples de chélateurs du fer dont
les effets antiplasmodiaux ne sont pas inhibés apres pré-
complexation avec du fer. Il en est de méme pour la lacto-
ferrine dont la complexation avec le fer génere la formation
de radicaux libres. Quel que soit le mode d’action des agents
de ces deux groupes, effet par privation du fer ou toxicité fai-
sant suite a la libération de radicaux libres, 1’ interation avec
le fer est le point de départ de I’activité antimalarique. Il est
a noter que certains antipaludiques, non reconnus comme des
chélateurs du fer, ont la capacité de lier le fer. Ces agents peu-
vent étre des inhibiteurs du transport anionique (dérivés de
I’acide stilbénique) des glycosides bioflavonoides (308,309)
ou des antibiotiques comme les tétracyclines (310).

Il a été évoqué que la ribonucléotide réductase plas-
modiale pourrait étre la cible de certains chélateurs comme
la desferrioxamine (311). Ce dernier composé peut inhiber
la ribonu cléotide réductase de souris en chélatant le pool fer-
rique intracellulaireet en empéchant ainsi la régénération du
centre fer de la sous-unité R2 (312).

Les chélateurs du fer ont des effets antipaludiques in
vivo chez des rongeurs infectés par P. berghei et P. vinckei
petteri (292, 313, 314). Les études montrent une activité de
la desferrioxamine a des doses qui dépassent les doses accep-
tables chez I’homme (> 100-150 mg/kg/jour). Une seule
étude réalisée a montré la suppression de la parasitémie de
P. falciparum par la desferrioxamine chez des singes Aotus
(315). La parasitémie chez des singes Aotus infectés par P.
falciparum est contrdlée plus vite par des administrations
continues sous cutanées de desferrioxamine que par des doses
fractionnées (315). Pour obtenir une libération polongée, la
desfemoxamine peut étre encapsulée dans des microspheres
de polymeres (316).
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Traore et coll. ont montré I’efficacité de la desfer-
ri oxamine administrée avec de la chloroquine chez 6 paients
présentant un paludisme non compliqué sans observer de
toxicité (317). Depuis, des études avec un nombre important
d’adultes ont été conduites en Thailande et en Zambie (318).
Comparée au placebo, la desferrioxamine augmente signi-
ficativement le taux de clairance parasitaire (319, 320).
Cependant, des recrudescences de P. falcipamm apparnaissent
chez 100 % (14/14) des patients thailandais, en moyenne 10
jours apres I’arrét du traitement par la desferrioxamine (321),
et chez 89 % (20/24) des patients zambiens (319). Ces études
montrent que la desferrioxamine est moyennement efficace
dans le paludisme si les doses et les durées de traitement uti-
lisées comme dans ces études sont inadéquates pour obtenir
une cure radicale.

Une étude prospective, randomisée, en double
aveugle, dont le but était de déterminer si une thérapie par
chélation du fer permettait de raccourcir la durée du coma
dans le paludisme cérébral chez 83 enfants zambiens a mon-
tré que les enfants sous desferrioxamine-quinine ont repris
connaissance deux fois plus vite (322).

Apicoplaste

Pour les scientifiques intéressés par la conception de
nouvelles drogues antipaludiques, 1’ apicoplaste de
Plasmodium peut étre une aubaine. Cet organite que I’on
retouve dans la plupart des parasites Apicomplexa
(Toxoplasma, Plasmodium, Eimeria, Babesia, Theileria) est
un plastide non photosynthétique (reliquat de chloroplaste)
acquis par transfert horizontal a partir d’une algue eucaryote.
Cet organite dénommé apicoplaste contient un DNA circu-
laire de 35 kb (323). Il est le siege de nombreux processus
cellulaires et de voies de syntheése comme la réplication de
I’ ADN, la transcription et la translation (324, 325). Ceci
expliquerait 1’activité antipaludique d’un certain nombre
d’antibiotiques, comme la ciprofloxacine, la rifampicine,
I’azithromycine, la tétracycline ou la doxycycline, qui inhi-
bent la réplication de I’ ADN, la transcrption de I’ARN et la
translation des protéines (207,326).

Les travaux des cinq demieres années ont montré que
ce reliquat plastidique est un compartiment cellulaire
essentiel non seulement en raison des génes ex p rimés par ce
DNA circulaire mais surtout par les produits des genes
nucléaires qui codent pour les protéines et des voies de bio-
synthese spécifique de ces procarytes (324). Il a récemment
été estimé que 8 % des genes nucléairescodent pour les pro-
téines possédant une séquence signal et terminale bipartite
(cette séquence permet le ciblage des protéines a I’apico-
plaste), indiquant par la méme que 8 % des genes de
Plasmodium seraient d’origine bactérienne ou plastitique
(325).

Parmi les genes nucléairesdont le produit expression
serait relocalisé & I’apicoplaste, il convient de citer ici plus
particulierement ceux reliés a une synthese d’acide gras de
type II et des terpénoides. La biosynthese des acides gras de
type II existent chez les bactéries mais, chez les eucaryotes,
parait restreinte au plastides des plantes et des algues. Au
contraire de la synthese des acides gras de type I des mam-
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miferes (effectué par un complexe multienzymatique de haut
poids moléculaire), la synthese de type Il est effectué par des
activités enzymatiques distinctes. Les génes codant pour la
protéine porteuse d’acyl (ACP), I’acétyl CoA carboxylase,
fabH p-cetoacyl-ACP synthase), fabZ (3-hydroxyacylacyl-
ACP,deshydratase) and fabl (enoyl-ACP-reductase) ont été
identifiés. Tous possedent une séquence de cibl age bipartite
plastidique, les protéines correspondantes ont été localisées
a I’apicoplaste et les activités enzymatiques identifiées. Il est
alors assez fascinant d’observer que les composés herbicides
et antibactériens inhibiteurs bien connus de ces enzymes
étaient aussi de bons inhibiteurs de Plasmodium falciparum.
Ceci inclut les aryloxyphenoxypropionates, inhibiteur de
I’acétyl CoA carboxylase, la thiolactonycin, un inhibiteur de
FabH et FabB/F, le tridosan, un inhibiteur de Fabl (327-329).
Il est alors tres intéressant d’observer que le triclosan était
capable de guérir des souris infectées par Plasmodium ber -
ghei en sous-cutanée a 40 mg/kg (330). Cet inhibiteur de I’en-
oyl-ACP réductase se lie au site actif de I’enzyme des bac-
téries, fo rmant un complexe temairesolide avec le cofacteur
nicotinamide (331). La structure cristalline de I’enzyme plas-
modiale Fabl et NAD+ complexé au triclosan a été récem-
ment déterminée corroborant ce mécanisme d’action (334).

11 a été montré et quantifié que I’essentiel, les acides
gras utilisés par le parasite pour sa synthese lipidique provient
du sérum sanguin (211, 335, 336). Quantitativement, la syn-
these d’acides gras de type II parait donc mineure mais par-
faitement essentielle pour la viabilité du parasite. Elle pour-
rait concerner un petit compartiment ou étre reliée a la
synthese des lipides paticuliers (notamment des acides gras
en C10 to C14 comme montré par Surolia & Surolia (330)).
Ceci pourrait concerner des lipides de I’apicoplaste.Il a aussi
été suggéré que les produits dérivés des genes plastidiques
pourraient constituer des composants essentiels insérés dans
la membrane de la vacuole parasitophore. Ceci expliquerait
d’ailleursle phénotype de mort re tardée usuellement obser-
vée avec des inhibiteurs (notamment antibiotique mais pas
le triclosan) des fonctions de 1’apicoplaste (325).

Les geénes permettant la synthése des unités isopre-
noides par Plasmodium sont également d’origine plastidique
localisée dans le noyau de Plasmodium mais les protéines
enzymatiques redirigées vers 1’apicoplaste avec une séquence
signal N-terminal appropriée. Les produits des geénes
codant pour la 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate (DOXP)
synthase et DOXP réductoisomérase cat a lysent les deux pre-
mieres étapes de la voie de syntheése conduisant a 1’isopen-
tyly phosphate, base, de construction des terpénoides. La,
DOXP réductoisomérase est sensible a I’inhibition par I’an-
tibiotique et herbicide fosmidomycine (337). Ce produit, qui
a un temps de demi-vie tres court, est en étude clinique chez
I’homme pour ses propriétés antipaludiques.

Autres voies

* Transduction du signal

Le cycle du Plasmodium consiste en une succession
de différents stades de développement, chacun adapté a une
fonction particulie¢redans un environnement intra- ou extra-

cellulaire. Coordonner les divisions cellulaires lors de cha-
cun des stades de différenciation nécessite de la part du
parasite I’intégration des changements environnementaux
et un contrdle étroit de la machinerie du cycle cellulaire
assurés par les cascades de transduction. Ces dernieres
années, dive rses protéines kinases ainsi que des phospha-
tases ont été isolées chez les plasmodies. L’identification
de nombreux geénes candidats plasmodiaux repose, dans la
plupart des cas, sur des études d’homologies avec des genes
d’autres organismes, chez lesquels leurs fonctions étaient
bien caractérnsées (338). C’est ainsi que deux MAP kinases
(mitogen-activated protein kinases, Pfmap-1 et Pfmap-2) et
la PKA (protein kinase A) plasmodiales ont été identifiées
(339-341). Elles participent a différents événements de la
vie de la cellule comme la différenciation, la division, le
mouvement ou bien encore la mort cellulaire. Une molécule
récemment identifiée, Pfnek1, dont la protéine recombi-
nante a les capacités de phosphoryler Pfmap-2, p oumait étre
impliquée dans la modulation de la voie MAP kinase de P.
Jalcipamum (342).

Une autre voie joue un role important dans le controle
du cycle cellulaire : la voie dépendante de I’ AMPc. Les com-
paraisons structurales entre PKA parasitaire et de mammi-
feres, ici la PKA murine dont on posséde une modélisation
tridimensionnelle, mettent en évidence des régions conser-
vées au niveau du centre catalytique de I’enzyme et du
domaine d’interaction avec la sous-unité régulatrice, mais
également la présence d’acides aminés divergents, en parti-
culier dans le cadre de I’interaction avec I’inhibiteur chimique
H89. On peut donc envis agerla syntheése de variants de H89
qui pourraient inhiber préférentiellement I’enzyme parasitaire
(341).

e Les métallocenes

Les métallocenes sont des composés organométal-
liques dont I'utilité en bioscience a été explorée et démon-
trée au cours de ces dix dernieres années. Ces molécules
hydrophobes, rigides et de petites tailles, peuvent étre utili-
sées comme traceurs non radioactifs, inhibiteurs enzyma-
tiques ou comme agents thérapeutiques (anticancéreux et
antibactérens). L’utilisaion de complexes métalliques
cap ables d’augmenter I’ activité de composés biologiques est
une voie de recherche prometteuse. Récemment, différents
métaux ont été incorporés dans des agents antipaludiques
(artémisinine, méfloquine, quinine) (343-345). Des analogues
de la chloroquine associés a un noyau fe rrocéne ont été syn-
thétisés (346-348). Ces analogues organométalliques de la
chloroquine, et plus particulierement la ferroquine, présen-
tent une bonne activité in vitro vis a vis de clones et d’iso-
lats de P. falciparum (349-351) et in vivo vis a vis des souches
murines P. berghei et P. yoelii (352). La ferroquine est 15 a
40 fois plus active que la chloroquine sur P, falciparmum (350,
351). La corélation entre les réponses a la ferroquine et a la
chloroquine ou aux autres quinoléines restent faibles
(r* <0,2), suggérant un mécanisme d’action en partie diffé-
rent. Le mécanisme d’action de la ferroquine reste encore
inconnu.
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Les récents progres dans 1’identification et le déve-
loppement de nouvelles molécules devraient permettre
d’avoir un choix plus important d’antipaludiques. Ceci
devrait partiellement résoudre le dilemme auquel font face
la plupart des agences de controle du paludisme: distribuer
a grande échelle les antipaludiques les plus efficaces et mini-
miser le développement et 1’extension des résistances.
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