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DEDICACES

v A Allah

Louange a Allah Seigneur des mondes, maitre du jour de la rétribution......

Al hamdoulilah, Al hamdoulilah, Al hamdoulilah... Lequel donc des bienfaits de votre
Seigneur nierez-vous ? S55.V13

Je suis satisfait de toi comme Seigneur, Satisfait de l’islam comme religion, satisfait du
Prophete Muhammah SAW comme Prophéte et messager.

Je me prosterne devant vous pour implorer votre miséricorde pour la vie d’ici-bas et surtout

pour la vie d’au-dela.

Je dédie cet ouvrage a mon pere, M. Mamadou (paix a son dme), et a ma mere, Mme Fatouma
SAGARA, dont le dévouement pour mon éducation a été considérable.
Eux qui m’ont inscrit a [’école et qui ont suivi de preés mon encadrement sans jamais céder au
découragement. Vous avez été des parents que tout enfant désirerait avoir. C’est par vos
qualités humaines, votre persévérance et votre courage que ce chemin a été parcouru. Grace
a l’éducation rigoureuse que vous m’avez donnée et aux sacrifices que vous avez consentis
pour nous, j’ai pu franchir ces étapes 6 combien importantes dans ma vie. Vos conseils, vos
prieres et votre soutien moral et matériel m’ont permis de tenir et de surmonter ces longues

années d’études.

v' A mon cher pére, Mamadou SAGARA
Parti trop tot, dont [’absence reste pour moi une douleur silencieuse de chaque jour : ton
souvenir vit en moi comme une lumiere qui guide mes pas. Ton amour, tes sacrifices et tes
conseils demeurent gravés dans mon cceur et continuent de m’inspirer. Tu me manques
profondément, mais je trouve du réconfort dans la certitude que tu serais fier de ce chemin
parcouru. Qu’Allah, dans Sa grande miséricorde, t’accorde le repos éternel et fasse que ton

dme repose en paix.

v' A ma mére bien-aimée, Fatouma SAGARA
Je rends hommage a ton immense courage et a ton amour infini. Je prie le Bon Dieu qu’ll

t’accorde une bonne santé, une longue vie et la récompense de tous tes sacrifices.
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Aucune dédicace ne saurait exprimer mes respects, ma reconnaissance et mon profond amour
envers vous. Vous m’avez donné la vie, vous étes mes modeles pour toujours. Ca n’a pas été

toujours facile, mais la graine a germé.

v' A mes épouses, Madina et Hawa SAGARA
Votre présence a mes cotés a été un véritable réconfort dans les moments les plus difficiles. Je
vous renouvelle ici [’expression de mon amour sincere et profond. Merci pour votre patience
et votre soutien au fil des années. Que Dieu nous garde unis et nous accorde de partager cette

vie et [’éternité ensemble. Amine.

v' A mes enfants, Amadou et Souleymane SAGARA
Votre présence apporte lumiere et joie dans ma vie. Je prie Dieu qu il vous accorde une longue
vie, la santé, la réussite, ainsi que de fideles freres et sceurs de bon-ceeur pour vous

accompagner tout au long de votre chemin. Amine.

v' A Mes Tontons, Issa SAGARA et Professeur Seid EIl Moctar FOFANA
Chers tontons, sans vous je ne serais pas la aujourd’hui. Vos idées ont toujours été les
meilleures et vos conseils une boussole précieuse dans les moments de doute. Votre bravoure,
votre détermination et votre sens du sacrifice ont été pour moi une source d’inspiration
constante. Vous étes des exemples de courage et de persévérance, et je suis fier d’avoir grandi

sous l'influence de vos valeurs.

v’ A mes Tantes, Kadidiatou SAGARA, Binta GUINDO, Salimata SOW, Témélou
T0GO
Merci pour vos conseils et votre affection a mon égard. Trouvez dans cette ceuvre l’expression
de ma profonde gratitude et de toute ma reconnaissance. Votre soutien constant, vos
encouragements et votre bienveillance ont été pour moi une source précieuse de force et
d’inspiration tout au long de ce parcours. Méme dans les moments les plus difficiles, votre
présence et vos mots ont su m’apaiser et me guider. Je garderai toujours en mémoire votre

générosité et votre amour, qui ont contribué a faire de moi la personne que je suis aujourd ’hui.

v A mes freres et sceurs, Hamidou, Amadou, Aguibou, Abdramane, Mamoudou,
Daouda, Yacouba, Youssouf, Illa, Ali, Aissata, Tata, Roukiatou, Binta, Madina,
Hawa et Mariam
Je vous adore au-dela des liens du sang et a jamais ; rien ne pourra jamais nous séparer, pas

méme les frontieres du temps. Vous avez été pour moi des compagnons de vie, bdtis corps et
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dme pour me soutenir dans chaque épreuve. Votre amour, vos encouragements et votre présence

constante ont été des forces invisibles qui m’ont permis de persévérer. Que Dieu renforce nos

liens de fraternité et continue de nous unir dans la joie, le respect et la solidarité.

Remerciements

v

v

<\

v

A la famille SAGARA, FOFANA, SOW, DAMA, DJIMDE, NIANGALY, DARA, TOGO,
BAMADIO, POUDIOUGO, SAYE, DOUGNON, DOLO, MINTA, KOURIBA, TAPILY.
A mes amis Soumaila TOGO, Allassane GUINDO, Djakaridia TOGO, Idrissa
SAGARA, Nouh BAMADIO, Adama POUDIOUGO, Adama DJIMDE, Hama SAGARA
A toute la population du village GOUROU-SONWON

Au Doyen de la Faculté de Pharmacie Professeur Sekou BAH

Au corps professoral de la Faculté de Pharmacie, pour la qualité de |’enseignement
que nous avons regu.

Au personnel de PMRTC/DEAP, pour votre disponibilité et votre franche collaboration.
A nos maitres de PMRTC/DEAP. pour votre engagement et votre souci constant de
formation de qualité.

A Uéquipe de I'unité de chimiorésistance du PMRTC/DEAP: Particuliérement aux
Professeurs Abdoulaye DJIMDE, Pr. Laurent DEMBELE, Pr. Antoine DARA, Pr.
Issaka SAGARA, Pr. Dinkorma OUOLOGUEM, Pr. Aminatou KONE, Pr. Souleymane
DAMA, Pr. Amadou NIANGALY, aux Docteurs Mamadou TEKETE, Nianwalou DARA,
Amadou BAMADIO, Aliou TRAORE, Bakary SIDIBE, Fatoumata I BALLO, Diagassan
DOUMBIA, Sékou SISSOKO, Mohamed MAIGA, Djénébé DIALLO, Fatoumata
Ousmane MAIGA, Issa TRAORE, Fanta SOGORE, Bassirou DIAKITE, Moussa
DOUMBIA, Kadi DOUMBIA, Ousmane SOGONA, Fatalmoudou TANDINA, Francois
DAOU, aux Mrs. Nouhoum SANOGO, Mohamed TOURE, Aly TAPILY, Ousmaela
DIAKITE, et Mme Fatoumata DIALLO, Joel dit Amassagou DOUGNON.

Aux internes Abdramane Salif KAMATE, Mandé SIDIBE, Aichata DEMBELE, Amadou
NIANGALY, Aminata DJIMDE, Alassane DILLO.

Aux personnels du PMRTC/DEAP/MEDRU : Mme SISSOKO Daoulé DIALLO, Mme
BATHILY Yaye dite Nah SISSOKO, Mlle Adama GUINDO, Mme OUEDRAOGO
Mariam KOUYATE, Mr Ibrahim KAMATE, Mr Youssouf FANE.

Merci pour le soutient dont vous avez fait preuve tout le long des travaux de cette these. Elle

est la votre.
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V' Aux personnels du laboratoire Polyvalent-2

Merci pour votre accueil chaleureux et votre contribution a la réalisation de ce travail.

v’ Atoute la quinziéme promotion du numerus clausus de la faculté de pharmacie
Merci pour ces merveilleux moments partagés ensembles. Mention spéciale a son responsable
Mohamed Sidibé et a son président Issa Tieko Diabaté. Que [’dme de nos illustres camarades

qui nous ont laissé durant le parcours repose en paix. Bonne continuation a tous !

v' Hommage a feu Professeur Ogobara K DOUMBO
Cher Professeur, vous avez laissé un vide immense dans notre entreprise et dans nos ceeurs.
Méme si nous n’avons pas eu la chance de bénéficier directement de votre formation, votre
enseignement, votre rigueur et votre exemple continuent de nous inspirer chaque jour. Votre
héritage restera inoubliable pour nous tous, et nul ne peut contrecarrer la volonté du Bon Dieu.
Je suis certain que, de la ou vous étes, vous veillez sur notre équipe et guidez nos pas.

Dors en paix, Cher Maitre. Amine.
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HOMMAGES AUX MEMBRES DU JURY
A NOTRE MAITRE ET PRESIDENT DU JURY
Professeur Abdoulaye A. DJIMDE

Professeur titulaire de Parasitologie-Mycologie a la FAPH ;
Directeur du PMRTC ;

Chef du MEDRU ;

Président de PAARAM ;

Président du PDNA ;

Directeur du programme DELGEME PLUS ;

Membre de I’Académie Malienne des Sciences ;

Membre de I’Académie Africaine des Sciences ;

YV V.V V V V V V V

Membre du Conseil Scientifique Consultatif des Nations Unies.

Homme de vision et de conviction, pédagogue hors pair.
Cher Maitre, a la croisée de la recherche, de I’enseignement et de I’engagement social, vous
demeurez un modele : celui d’un savant qui unit la science a la conscience, la compétence a

I’¢éthique, ’excellence a I’humilité.

C’est pour moi un honneur et un immense privilége de compter parmi vos étudiants. Que le
Tout-Puissant vous accorde une longue vie, pleine de santé¢, de bonheur et de succes.

Amen !!
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A NOTRE MAITRE ET JUGE
Professeur Ousmane DEMBELE

Maitre de Conférences de Chimie Thérapeutique a la Faculté de Pharmacie ;
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YV V V VY

Membre du Comité Technique du Forum Africain pour la Qualité Médicaments
(AMQF) Président du Sous-comité Contréle et Surveillance du Marché de
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EVALUATION DE L’ACTIVITE IN-VITRO DE LA COMBINAISON GANAPLACIDE-CABAMIQUINE SUR DES SOUCHES
RESISTANTES ET SAUVAGES DE PLASMODIUM FALCIPARUM AU GANAPLACIDE

1. Introduction

Le paludisme demeure la maladie parasitaire tropicale la plus importante dans le monde. Le
terme paludisme ou malaria désigne une érythrocytopathie fébrile et hémolysante, causée par
le développement et la multiplication d’un hématozoaire du genre Plasmodium, d’abord dans
le foie, puis dans le sang. La transmission se fait principalement par la piqlre infectante d’un
moustique du genre Anopheles lors de son repas sanguin. Seule la femelle, qui est
hématophage, est capable de transmettre la maladie (1). Cependant, d’autres modes de
transmission, bien que plus rares, existent, notamment par voie sanguine (transfusion) (2) ou

par transmission fceto-maternelle (3).

Il existe plus de 140 especes de Plasmodium affectant diverses espéces animales, mais
seulement cinq sont pathogeénes pour 1’étre humain (4) : P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P.

malariae et P. knowlesi.

P falciparum est I’espece prédominante en Afrique subsaharienne (5), ou elle est responsable
de la majorité des déces liés au paludisme, notamment en raison des formes cliniques séveres
telles que le neuropaludisme (6). Elle est également présente en Asie et en Amérique latine (7).
Cette espece est particulierement préoccupante en raison de sa capacité a développer une

résistance aux antipaludiques (8).

Selon le dernier rapport de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) publié en 2025, le
nombre estimé de nouveaux cas de paludisme a atteint 282 millions dans 80 pays en 2024,
contre 263 millions en 2023(9). Cette augmentation est principalement attribuée a 1’ Afrique.
Le nombre total de déces dus au paludisme est passé de 597 000 en 2023 a 610 000 en 2024.
En 2020, la pandémie de COVID-19 avait entrainé une hausse importante des déces, avec 55
000 morts supplémentaires (10). Depuis, une tendance a la baisse du taux de mortalité est

observée, bien que les enfants de moins de cinq ans restent la population la plus vulnérable.

Selon le Programme National de la Lutte contre le Paludisme au Mali (PNLP-Mali), le Mali a
enregistré environ 8,15 millions de cas et 14 328 déces dus au paludisme en 2023. Le pays

représente 3,1 % des cas mondiaux et 2,4 % des déces (11).

En date de juin 2023, le Fonds mondial assurait 65 % du financement international des
programmes de lutte contre le paludisme, avec un investissement cumulé de plus de 17,9
milliards de dollars US (12). En juin 2024, ce pourcentage était de 62 %, avec un financement

total dépassant les 19,1 milliards de dollars (10).
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Ces efforts ont permis une amélioration significative de la prévention et du traitement de la
maladie, notamment grace aux Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA), a
la distribution de moustiquaires imprégnées d'insecticide, a la chimio-prévention du paludisme

saisonnier (CPS) et aux traitements préventifs intermittents.

Cependant, malgré ces avancées, la morbidité et la mortalité dans les pays endémiques restent
encore ¢levées (10), cela est dii a la capacité d’adaptation du parasite grace a des mutations
ponctuelles sur certains génes (13). C’est ainsi que certains antipaludiques, notamment la
chloroquine, la Méfloquine, la Sulfadoxine-Pyriméthamine, ont perdu leur efficacité contre P,
falciparum (14). La propagation de la résistance de P falciparum aux traitements
antipaludiques a travers le monde rend nécessaire la recherche de nouveaux médicaments
antipaludiques dotés de mécanismes d’action innovants (15). Il est également crucial de
développer des composés capables de cibler efficacement les gamétocytes, afin d’interrompre
la transmission du parasite (16). Dans cette optique, de nouvelles classes de molécules, telles
que les imidazolopipérazines (Ganaplacide) et d’autres composé€s a mécanisme innovant
comme la Cabamiquine (inhibiteur du facteur d’élongation eEF2), ont démontré une forte
activité antiplasmodiale in-vitro et in-vivo (17,18). Le Ganaplacide (KAF156), principal
représentant des imidazolopipérazines, exerce son action en perturbant le trafic vésiculaire et
la sécrétion des protéines au sein du parasite, entrainant une désorganisation du réseau
endomembranaire et une expansion du réticulum endoplasmique (19,20). Développée par
Novartis en collaboration avec Medicines for Malaria Venture (MMV), la combinaison
Ganaplacide—Cabamiquine a progressé¢ a travers les différentes phases du développement
clinique. Les résultats favorables observés en termes d’efficacité et de profil de tolérance ont
permis son évaluation en phase III, ouvrant ainsi la voie aux procédures réglementaires pour
son enregistrement(21,22). Bien qu’il soit actif contre les souches résistantes a I’artémisinine
(23,24), I’émergence de mutations dans les génes PfCARL, PfACT et PfUGT observée chez des
parasites exposés a son analogue GNF179 (31), souligne la nécessité de I’associer a des

molécules a mécanismes d’action distincts afin de retarder I’apparition de résistances.

Dans cette perspective, la Cabamiquine représente une option prometteuse. Découverte par
I’Université de Dundee en collaboration avec MMV, cette molécule, actuellement en phase II
de développement clinique, agit en inhibant le facteur d’élongation eEF2, une protéine clé de
la synthése des protéines chez P. falciparum (25,26). Cette inhibition bloque la synthese des
protéines et ainsi la croissance parasitaire, conférant a la Cabamiquine une activité prolongée

sur plusieurs stades du cycle érythrocytaire. Toutefois, des mutations du géne eEF2 (L755F,
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E143V, Y186C) ont été associées a une résistance expérimentale au laboratoire (27-29), d’ou
I’intérét de I’associer au Ganaplacide pour améliorer 1’efficacité thérapeutique et retarder

I’émergence rapide de résistances.

La combinaison Ganaplacide-Cabamiquine représente une nouvelle stratégie thérapeutique
non basée sur 1I’Artémisinine visant a préserver 1’efficacité individuelle de ces nouvelles
molécules et a retarder I’émergence de résistances (30). Une étude récente (Gal IR et al., 2025)
n’a montré aucune interaction négative (additivité) entre ces deux composés sur le stade
hépatique du parasite. Cependant, les interactions Ganaplacide-Cabamiquine au stade sanguin
restent a explorer. Notre étude propose donc d’évaluer in-vitro I’impact de la combinaison
Ganaplacide-Cabamiquine sur des souches P falciparum 3D7 sensibles et résistantes au
Ganaplacide, afin d’analyser leurs interactions pharmacodynamiques. Cette approche
contribuera a établir les fondations précliniques nécessaires a la conception rationnelle de
nouvelles combinaisons antipaludiques a forte barriére génétique. Ainsi, nous formulons
I’hypotheése que la combinaison Ganaplacide-Cabamiquine pourrait étre une stratégie

avantageuse pour contourner le probléme de résistance aux deux classes d’antipaludiques.
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2. Objectifs
2.1. Objectif général
Caractériser in-vitro la pharmacodynamie de la combinaison Ganaplacide-Cabamiquine sur des

souches 3D7 de P. falciparum de type sauvage et résistantes au Ganaplacide.

2.2. Objectifs spécifiques

1. Quantifier I’effet antiplasmodial du Ganaplacide sur la souche de laboratoire 3D7 (P,
falciparum) de type sauvage.

2. Quantifier I’effet antiplasmodial de la Cabamiquine sur la souche de laboratoire 3D7
(P. falciparum) de type sauvage.

3. Quantifier I’effet antiplasmodial de la combinaison Ganaplacide—Cabamiquine sur la
souche de laboratoire 3D7 (P, falciparum) de type sauvage.

4. Mesurer I’efficacité de cette combinaison sur une souche 3D7 résistante au
Ganaplacide.

5. Déterminer les interactions pharmacodynamiques entre le Ganaplacide et la

Cabamiquine sur les souches 3D7 sauvages et résistantes au Ganaplacide.
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3. Généralités

3.1. Historique du paludisme

L’origine géographique du paludisme est controversée et se perd dans la nuit des temps. Il fait
partie des plus vieilles affections de I’humanité et des indices suggerent que 1’homme
préhistorique en était atteint(31). On trouve ainsi dans les anciens manuscrits chinois et
égyptiens, de méme que dans la littérature grecque et romaine, des témoignages relatifs aux
fievres épidémiques dont les signes ressemblent beaucoup a ceux du paludisme(32). Mais il a
fallu attendre 1717 pour que Giovanni Lancisi attribue cette maladie aux émanations nocives
des marais, d’ou le nom malaria, de I’italien « malaria » ou air vici¢ ; puis enfin 1880 pour que
Docteur Alphonse Laveran, un médecin de 1’armée frangaise(33), soit témoin de
I’exflagellation d’un gamétocyte male lors de I’observation au microscope d’échantillons de
sang de patients impaludés(34). Deux ans plus tard précisément en 1882 I’hypothése de la
transmission du paludisme par le moustique était déja émise. Cette hypothéese fut confirmée en
1897 par Ronald Ross qui fit la découverte de I’importance du moustique dans le cycle de vie
du paludisme aviaire et décrivit des kystes paludéens dans les parois de 1'estomac d'Anopheles.
En 1898, Grassi décrivit le cycle de transmission complet du parasite(35) et prouva que le
paludisme observé chez I'homme est transmis par des moustiques du genre Anopheles(36). La
nomenclature concernant les différents stades de développement du parasite sera publiée en
1900 par Schaudinn(37). L’agent pathogéne a d’abord ét¢é nommé Oscillare malariae puis
Heamaoeba malaria. Successivement, furent mis en évidence les especes P vivax (Grassi et
Leletti, 1890) ; P. malariae (Laveran, 1891) et P. ovale (Stephens, 1922) et P. falciparum
(Welch, 1897)(28). Les dégats causés par le paludisme pendant la premiére guerre mondiale
vont susciter la recherche et la mise a disposition des nouvelles molécules antipaludiques telles
que les dérivés des amino-8-quinoleines, des amino-9-acridines et des amino-4-quinoleines
dont la plus représentative est la chloroquine. La chloroquine sera ensuite largement utilisée
aussi bien en traitement curatif qu’en prophylaxie jusqu’a ce que I’OMS ait lancé en 1950 un
programme d’éradication du paludisme a I’échelle mondiale ’le monde unit contre le
paludisme”’(39). C’est ainsi qu’il y a eu le développement de nombreux antipaludiques de
syntheses dont les plus connus sont I’Amodiaquine, la Pyriméthamine, le Cycloguanil et le
Proguanil. L’activité antiplasmodiale de I’extrait d’Artemisia annua L. dont le principe actif est
I’ Artémisinine a ét¢ mis en évidence en 1971(40). Malgré 1’isolement de deux alcaloides
fondamentaux des écorces de quinquina (Quinine et Cinchonine) en 1920 par Pelletier et

Caventou(41), ’OMS met fin a son programme mondial d’éradication du paludisme a cause
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de son échec, car I’enthousiasme thérapeutique était menacé des le début des années 60 par des
premiers cas de résistance a la Chloroquine. La Méfloquine et I’Halofantrine ont été
découvertes par I’armée Américaine a la suite d’un vaste programme de criblage entrepris apres
I’échec du programme mondial d’éradication et des nombreux cas de paludisme parmi les
troupes américains envoyées au Vietnam. Face aux résistances multiples de Plasmodium aux
monothérapies, ’OMS a recommandé les CTA pour la prise en charge des cas du
paludisme(42). Quelques années apres la mise en ceuvre de ces CTA, il a été observé dans la
région du Pacifique occidental et dans la région de 1’ Asie du Sud-Est de I’OMS, une résistance
partielle a I’ Artémisinine et une résistance a un certain nombre de médicaments associés aux
CTA ont été confirmés au Cambodge, en République démocratique populaire du Lao, au

Myanmar, en Thailande et au Viet Nam grace a des études menées entre 2001 et 2019(43).

3.2. Epidémiologie
3.2.1. Le vecteur

Le paludisme est transmis par des moustiques appartenant a I’embranchement des Arthropoda,
a la classe des Insecta, a la sous-classe Pterygota, a I’ordre des Diptera, au sous-ordre des
Nematocera, a la famille des Culicidae, a la sous-famille des Anophelinae et au genre
Anopheles. Ce genre regroupe environ 480 especes de moustiques dont 80 seulement sont
capables de transmettre le paludisme ; 15 de celles-ci sont considérées comme vecteurs majeurs
du paludisme(44). Au Mali, les especes de moustique responsable de la transmission du

paludisme sont :

Anopheles gambiae s.!

Anopheles gambiae

Anopheles coluzzii

Anopheles arabiensis

Anopheles funestus s.1(45).

Les vecteurs du paludisme sont reparties entre les zones éco-climatiques selon quatre facies
épidémiologiques qui sont la zone désertique, la zone sahélienne, la zone soudanienne et la

zone guinéenne (Figure 1).
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Figure 1 : Distribution des vecteurs du paludisme au Mali

Les schémas sectoriels montrent la présence de différentes especes vectrices au Mali de 2010

42019 ; 2022(17)

3.2.2. Le parasite
Le paludisme est dii @ un protozoaire appartenant a I’embranchement des Apicomplexa, a la
classe des sporozoaires, a 1’ordre des eucoccidies, a la famille des Plasmodidae et au genre
Plasmodium(46). 11 existe de trés nombreuses especes de Plasmodium (plus de 140), touchant
diverses especes animales mais seulement six de ces especes sont retrouvées aujourd’hui en

pathologie humaine(47). 1l s’agit de :

— P, falciparum : responsable de la fievre tierce maligne, trés fréquente en Afrique (98% des

cas de paludisme en Afrique).
—P. vivax : responsable de la fievre tierce bénigne(48,49).
—P. ovale wallikeri : responsable de la fievre tierce bénigne(50).

—P. ovale curtisi : responsable de la fiévre tierce bénigne(50).
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—P. malariae : responsable de la fievre quarte bénigne(51).
—P. knwolesi : responsable de la fievre quarte(52).

Au Mali, les principales espéces rencontrées sont P. falciparum (plus de 85 % des parasites),

P. malariae (10-15 %), P. ovale (1 %) et des cas de P. vivax ont été observés et documentés(53).

3.3. Cycle biologique du Plasmodium

Le cycle évolutif du Plasmodium se déroule chez deux hotes :

e [’homme, hote intermédiaire (vertébrés), ou se déroule la multiplication asexuée ou
schizogonie

e Le moustique Anopheles, I’hote définitif, ou a lieu la phase sexuée (figure 2)(54).

3.3.1. Cycle asexué chez ’homme (schizogonie)

3.3.1.1. Phase hépatique ou exo-érythrocytaire
Cette phase commence chez I’homme par 1’inoculation des sporozoites contenus dans la glande
salivaire de 1’Anopheles femelle infestée lors du repas sanguin. La survie des sporozoites
dépend de leur capacité a migrer sur des distances considérables et différents tissus de plusieurs
micrometres en quelques minutes pour finalement atteindre une cellule hépatique
parenchymateuse, la cellule cible appropriée ou se transforme et se réplique le parasite(55).
Une fois a destination, les sporozoites pénétrent 1’hépatocyte par invagination et établisse la
vacuole parasitophore. La vacuole parasitophore protége le parasite du cytosol de I’érythrocyte.
Les sporozoites se transforment en trophozoites qui se divisent pour former des schizontes
hépatiques. Apres 12 jours environ, le schizonte éclate et libére des mérozoites qui migreront
via la voie sanguine vers les hématies amorcgant ainsi la phase érythrocytaire(56). Lors de
I’infection par P. ovale et P. vivax, une partie des sporozoites hépatiques reste sous forme
quiescente uni nucléée dans les hépatocytes, appelées hypnozoites(57-59). Ces formes sont a

I’origine des rechutes observées lors d’infections par ces deux especes.

3.3.1.2. La phase érythrocytaire et réplication asexuée
Cette phase commence par 1’invasion des érythrocytes par les mérozoites hépatiques libérés
dans le sang. Apres I’infestation de I'hématie, le parasite, entouré d’une vacuole parasitophore,
se développe en anneau, puis en trophozoite. A I’intérieur de I’hématie, le parasite se multiplie

de facon asexuée conduisant a la formation de schizontes érythrocytaires(60).
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Figure 2 : Le cycle de vie de P. falciparum(61)

La rupture de la membrane de I’hématie par le schizonte mature (stade en rosette) libére 8 a 32
mérozoites dans le sang. Ces mérozoites infectent de nouvelles hématies (dans un délai de 15
a 30 mn) réalisant ainsi un nouveau cycle schizogonique érythrocytaire (qui dure 48 heures
chez P. falciparum, P. ovale et P. vivax, et 72 heures chez P. malariae)(62). Les signes
pathologiques de la maladie sont généralement détectés au cours de la schizogonie
érythrocytaire : I’éclatement des globules rouges contenant les schizontes matures libére outre
les mérozoites, de 1’hémozoine (pigment malarique provenant de la dégradation de
I’hémoglobine) et des substances toxiques inductrices des acces fébriles caractéristiques de la
maladie. Certains mérozoites se développent en trophozoites qui se différencient en
gamétocytes males et femelles (formes sexuées du parasite) qui sont les seules formes
infectieuses pour le moustique. Ces gamétocytes n’entrainent aucun symptome et leur durée de

vie dans la circulation sanguine est estimée a 3-4 semaines(63).
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3.3.1.3. La phase érythrocytaire et la gamétocytogénése
Les gamétocytes sont des stades observés dans la circulation sanguine chez ’homme. Les
gametes proprement dits sont observés chez le moustique et résultent de 1’activation des
gamétocytes ingérés lors du repas sanguin. La morphologie des gamétocytes varie selon les
especes de Plasmodium. Alors que les gamétocytes matures de P. ovale, P. malariae, P. vivax
et P. knowlesi posseédent une forme ronde a ovale, P. falciparum adopte une forme de croissant
ou de falciforme a maturité(64). Le nom P. falciparum fait référence a la forme en croissant ou
falciforme des stades matures de ses gamétocytes(65). Au cours de son développement, le
gamétocyte de P. falciparum passe par 5 stades morphologiquement distincts (I — V). Les
premigéres observations sur la morphologie des gamétocytes de P. falciparum ont été faites dans
les années 1950, et ont permis de définir les cing stades de développement. Plus tard, en
utilisant des approches de microscopie optique et électronique, les formes et les temps
d'apparition des différents stades ont été¢ déterminés. Des études ont montré que les stades I-IV
sont séquestrés dans la moelle osseuse, tandis que les stades V circulent dans les vaisseaux
sanguins périphériques. Le gamétocyte de stade I a une forme arrondie, semblable au jeune
trophozoite asexué. Au stade II tardif, le parasite commence a s'allonger en forme de D. Les
gamétocytes de stade III adoptent une forme déformant 1égérement le globule rouge en raison
de l'allongement supplémentaire du parasite. Au stade IV, il est possible de distinguer les
gamétocytes males et femelles. Les deux sexes ont un format mince et allongé avec des
extrémités pointues. Dans les gamétocytes males, le pigment a tendance a étre dispersé tandis
que chez la femelle, il est plus dense. Le gamétocyte de stade V est le plus distinct de tous les

stades en raison de la forme en croissant ou falciforme(66).

3.3.2. Cycle sexué chez le moustique (sporogonie)
Lors de son repas sanguin chez un sujet infecté, le moustique ingere les gamétocytes males et
femelles du Plasmodium qui sont infectieux pour lui. Une fois dans le tube digestif du
moustique, les gamétocytes se différencient rapidement en microgamétes males flagellés
mobiles et macrogameétes femelles. La fertilisation de la macrogamete par un microgamete,
pour donner un zygote, est réalisée dans les minutes suivant ’exflagellation. Ce zygote évolue
en ookinete mobile qui traverse la paroi de I’estomac du moustique et forme sur sa face externe
un oocyste(67). Ce dernier se développe en quelques jours et donne des nombreux sporozoites.
Ces sporozoites migrent alors jusqu'a la cavité sécrétoire et, finalement, au conduit salivaire.

Ils sont alors préts a €tre injectés a I’homme lors d’un nouveau repas sanguin(68).
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3.4. Physiopathologie du paludisme

3.4.1. Accés palustre non compliqué
La schizogonie intra-hépatique entraine une destruction des cellules hépatiques(69).
Cependant, cette destruction des cellules parenchymateuses du foie est cliniquement
asymptomatique. On observe une prolifération des cellules de Kiipffer responsables de la
phagocytose des débris cellulaires et du pigment malarique. Ultérieurement le dépot de ces
débris entraine une hépatomégalie(70). Lorsque la densité parasitaire atteint un certain seuil,
les pigments malariques (hémozoines), libérés apres la destruction des hématies par les
trophozoites, agissent sur le centre bulbaire de la thermorégulation. La synchronisation
progressive du cycle intraérythrocytaire entraine la libération réguliere et répétée des pigments
malariques, d’ou la périodicité de I’acces palustre. La splénomégalie survient a la suite d’une
hyperactivité du systéme phagocytaire mononucléé chargés de débarrasser 1’organisme des

pigments malariques et des débris érythrocytaires.

3.4.2. Neuropaludisme
La séquestration des formes matures de P. falciparum au niveau du cerveau et d’autres organes
tels que le cceur, la rate, les poumons, et le placenta, les reins explique en partie la gravité du
paludisme(71). Cette séquestration se fait apres interaction entre la protéine 1 de la membrane
érythrocytaire appelée PfEMPI (P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1) et les
différents récepteurs présents a la surface de 1’endothélium vasculaire(72). Ce phénoméne est
appelé cytoadhérance des globules rouges parasités. Cependant d’autres hypotheses ont été

évoquées pour expliquer la physiopathologie du paludisme grave (73,74):
— Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires : INF-y et TN

— Augmentation de la perméabilité de la barriere méningée entrainant une fuite du liquide

céphalorachidien et un cedéme cérébral
— Coagulation intravasculaire disséminé
— Phénomeéne immuno-pathologique avec dépot de complexes immuns

Quel que soit le mécanisme, le ralentissement du flux capillaire intracérébral provoque
I’anoxie, voire tardivement une ischémie responsable d’une hémorragie périvasculaire et de

Iésion de la substance blanche qui ne sont pas sans séquelles.
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3.5. Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques du paludisme sont exclusivement liées a la schizogonie
intraérythrocytaire (68). Les principaux signes, que sont la fiévre, I’anémie et le sub-ictére,
sont dus a I’éclatement des hématies et des rosaces avec libération du pigment malarique
(75,76). L’expression et la gravité de la maladie dépendent du parasite (espece Plasmodiale et
densité parasitaire) et de 1’état de prémunition de I’individu. Selon le cas, il est possible de
distinguer le paludisme de primo-invasion, I’accés de reviviscence, 1’acce€s pernicieux ou

neuropaludisme, le paludisme viscéral évolutif et la fievre bilieuse hémoglobinurique.

3.5.1. Paludisme de primo-invasion
Il est caractérisé par une fievre allant de 39°C a 40°C qui s’accompagne de myalgie et de
céphalée brutale. Cette fievre diminue d’intensité (frisson et sueur) apres quelque temps. Ces
signes sont souvent associés a de petits troubles digestifs de type « embarras gastrique »
(nausée, vomissement et/ou diarrhée)(77).Les signes traduisant 1’hémolyse apparaissent

souvent de facon différée : paleur, sub-icteére, hépato-splénomégalie.

3.5.2. Accés de reviviscence
On observe ce type d’acces palustre avec I’acquisition d’un certain degré d’immunité et il
correspond aux crises schizogoniques, toutes les 48 heures (P. falciparum, P. ovale, P. vivax)
ou toutes les 72 heures (P. malariae), caractérisées par : un grand frisson inaugural, une fievre
a 40°C durant quelques heures puis de sueurs profuses(78). La périodicité manque souvent en
raison d’un polyparasitisme. Seule la fievre tierce a P. falciparum est susceptible d’évoluer vers

un paludisme cérébral.

3.5.3. Paludisme viscéral évolutif
Ce cas de paludisme est rencontré dans des zones d’endémie chez les sujets jeunes
insuffisamment ou non prémunis et qui ont été soumis a une chimioprophylaxie incorrecte. La
splénomégalie en est le signe majeur associée a une hépatomégalie. Les signes généraux (fievre
intermittente, asthénie, retard staturo-pondéral) et ’anémie (paleur, ictére) sont tres variables,

allant d’une forme peu symptomatique a une forme qui pourrait se confondre avec une

leucémie(79).

3.5.4. La fiévre bilieuse hémoglobinurique
En général elle survient chez des sujets en zone d’endémie avec des antécédents d’acces
palustres et observant une prophylaxie et/ ou des traitements intermittents par des amino-

alcools(80) . Plus récemment, la fievre bilieuse hémogloginurique a ¢été rapportée apres
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I’administration de I’Halofantrine. Le début est brutal avec une hémolyse intra vasculaire chez
le patient aprés un traitement aux sels de Quinine (81). Il y a la présence de douleur intense en
barre au niveau de la ceinture pelvienne, une oligurie avec des urines particuliérement rouges
et foncées. La parasitémie est faible et indétectable par les techniques classiques, goutte épaisse

(GE) et frottis mince (FM). Cette forme nécessite une réanimation (82).

3.5.5. Le neuropaludisme et les autres formes graves et compliquées
C’est le paludisme des sujets non immun comme nourrisson, femme enceinte, enfant et
migrants venant d’une zone non impaludée. Ces formes sont propres au P. falciparum et sans
traitement ils peuvent conduire a la mort au bout de 72 heures (71). L’OMS a établi des critéres
afin de poser le diagnostic du paludisme grave et compliqué permettant ainsi une meilleure
prise en charge(83). Il s’agit de la présence des formes asexuées de P. falciparum dans le sang,

associée a I’un des signes suivants :

—Neuropaludisme

—Troubles de la conscience

—Convulsions répétées

—Prostration : extréme faiblesse (incapacité de se tenir droit)
—Vomissements itératifs

—Syndrome de détresse respiratoire

—Ictere clinique

—Acidose métabolique : bicarbonates plasmatiques < 5g/dl, hématocrite (Ht)< 2,2 mmol/L

—Hémoglobinurie macroscopique

—Insuffisance rénale : diurese <400 ml/ 24h ou créatinémie > 265uM chez 1’adulte ; diurese <

12 ml/ kg/ 24h ou créatinémie élevée pour I’age chez I’enfant

—Collapsus circulatoire : Tension Artérielle Systolique < 50 mmHg avant 5 ans, TAS < 80

mmHg apres 5 ans —Hémorragie anormale —(Edéme pulmonaire (radiologique).

3.6. Diagnostic biologique
Apres un diagnostic clinique, le diagnostic biologique est indispensable dans la confirmation

d’un cas de paludisme car il permet de réduire 1’utilisation d’antipaludiques dans le traitement
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injustifié pour des fievres non palustres(12). En effet la recherche d’un diagnostic précoce et
d’un traitement efficace sont des actions mises en ceuvre par des programmes de lutte contre le
paludisme. Ce diagnostic du paludisme comprend les techniques de diagnostic indirect et

direct(84).

3.6.1. Diagnostic biologique indirect
Le principe est basé sur la rechercher d’anticorps dans le sérum du malade. Les techniques sont
indicatives d’une infection antérieure (persistance des anticorps méme apres 1’infection) et
présente(85). Ces techniques incluent : les tests de diagnostic rapide (tests immuno-
chromatographiques), I’immunofluorescence indirecte, 1’hémagglutination passive et le test

Elisa(86).

3.6.2. Diagnostic biologique direct
C’est un diagnostic d’urgence qui repose sur la mise en évidence des formes érythrocytaires de
Plasmodium sur un prélévement de sang périphérique. Le résultat doit étre obtenu dans un délai

maximal de 2 heures avec un contact direct entre le médecin prescripteur et le biologiste(87).
3.6.2.1. Le prélévement

Le plus simple est de recueillir, sur une lame porte-objet de microscope, une ou deux gouttes
de sang par piqilire au doigt (face latérale de I’annulaire), au lobe de 1’oreille ou au talon (chez
I’enfant) et de confectionner immédiatement les étalements (frottis minces et/ou goutte

épaisse)(88).

3.6.2.2. Techniques de référence

» Goutte épaisse

Cette technique tres ancienne réalise une micro-concentration, et reste la méthode de référence.
Elle consiste a examiner environ 10 pl de sang apres hémolyse des globules rouges et coloration
selon la méthode de Giemsa. C’est une excellente technique mais de réalisation un peu délicate
et qui nécessite une bonne expérience pour la lecture. Le diagnostic d’espece n’est pas toujours
possible. Le nombre de parasites pour 200 leucocytes doit étre compté la formule utiliser est
(Nombre de parasites comptés x 8000 leucocytes/ul et le tout divisé par le nombre de

leucocytes comptés)(84).
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Nombre de trophozoite comptés x 8000

Nombre de trophozoite(ul ) = Nombre leucocytes comptés

> Frottis mince

La lame est colorée selon la méthode de May-Griinwald-Giemsa ou par du Giemsa apres
fixation a 1’alcool. Les parasites, colorés en rouge (noyau) et bleu (cytoplasme) sont retrouvés
a I’intérieur des globules rouges (pas d’hémolyse dans cette technique). Le diagnostic positif
et le diagnostic d’espeéce s’en trouvent facilités. C’est une technique qui permet I’étude
morphologique des hématozoaires. Le diagnostic différentiel entre les espéces plasmodiales
reste toujours un défi méme pour un lecteur qualifié. La sensibilité du frottis mince est entre

100-200 hématies parasitées/pl ; 50 parasites par pl (84).
3.6.2.3. Autres techniques

Pour tenter de simplifier et d’améliorer le diagnostic biologique du paludisme, d’autres
techniques ont ét¢ développées dont les tests rapides par immunochromatographie sur

bandelette, le quantitative Buffy Coat (QBC) et les techniques moléculaires(89).
» Tests de diagnostic rapide immunochromatographiques

Le principe de ces tests est la détection de protéines spécifiques de Plasmodium (antigénes
HRP-2 ou enzymes pLDH, aldolase), en chromatographie sur un support solide. Certains de
ces tests permettent maintenant d’affirmer un diagnostic positif (présence de Plasmodium) et
d’orienter le diagnostic d’espéce : P. falciparum et/ou autre espece. Ces tests rapides, trés
simples d’utilisation et conditionnés en emballages unitaires, sont treés pratiques et ont une
bonne sensibilité (surtout pour P. falciparum s’ils détectent 1’antigéne HRP-2) mais ne
permettent pas de mesurer la parasitémie et restent positifs, pour certains, plusieurs jours apres
la disparition des Plasmodies du sang. L’utilisation de ces tests rapides dans les algorithmes de
prise en charge du paludisme est recommandée lorsque I’examen microscopique n’est pas

possible(90).
> QBC Malaria® (Quantitative Buffy Coat)

Il s’agit d’une technique basée sur une centrifugation en tube capillaire et un marquage non
spécifique des parasites par un fluorochrome (acridine orange). Il s’agit d’une technique de

concentration, trés facile a maitriser, donnant une sensibilité équivalente a celle de la goutte
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épaisse (mais ne permettant pas un diagnostic d’espece). En revanche elle nécessite un matériel

spécifique. Sa commercialisation a été arrétée(91).
> Place de la biologie moléculaire (PCR)

Des techniques de biologie moléculaire ont été développées pour le diagnostic du paludisme.
La PCR est une technique de biologie moléculaire permettant d'obtenir in-vitro un grand
nombre de segments d'ADN identiques, a partir d'une séquence initiale(92). Il s’agit d’amplifier
un fragment d’ADN extrait a partir du sang ou tout autre prélévement biologique infecté par le
parasite en utilisant des amorces spécifiques. La détection de I’ADN parasitaire par la
technique de PCR est I'une des approches les plus sensibles pour diagnostiquer le paludisme,
en plus de la PCR conventionnelle et la PCR quantitative a temps réel (qPCR), la technique
LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) permet d’établir le diagnostic du paludisme
de fagon précise, mais le colt élevé limite leur utilisation(58). La PCR demande une longue

procédure, des équipements et des réactifs spécialisés et couteux(93).

3.7. Culture de Plasmodium

La culture cellulaire est une technique de laboratoire permettant de faire vivre in-vitro des
cellules, d’en modifier les propriétés ou d'augmenter leur nombre, afin d’en disposer en grande
quantité pour ce qu'on veut en faire. Il s'agit d'obtenir un type de cellule vivante, de trouver un
moyen de le faire survivre dans les conditions artificielles du laboratoire, au mieux de la faire
proliférer, tout en maintenant des conditions de stress acceptables. C’est de maintenir les
globules rouge parasités et non parasités dans un milieu propice a la croissance et a la
multiplication du parasite(94). La culture continue de P. falciparum est souvent considérée
comme un moyen de parvenir a une fin, cette fin étant de sonder la biologie du parasite en
question, et finalement la découverte de médicaments contre le paludisme(95). La culture est
une exigence fondamentale pour la recherche sur le paludisme lorsque les objectifs principaux
utilisent des parasites a des stades viables du cycle de vie. Six especes de parasites du paludisme
. P. falciparum, P. knowlesi, P. vivax, P. ovale curtisi et P. ovale wallikeri), et P. malariae
peuvent infecter les humains, cependant P. falciparum est la seule espece pour laquelle la
culture de tous les stades du cycle de vie, ont été établies pour permettre tous les aspects de la
recherche tels que le dépistage des médicaments(96). Les efforts de culture in-vitro de
Plasmodium sont compliqués car chaque espeéce a son propre cycle de vie et son propre
ensemble de parametres physiologiques, métaboliques et nutritionnels(97). Comme alternative

a la culture in-vitro continue, une culture ex-vivo soutenant des recherches importantes telles
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que les tests de sensibilité¢ aux médicaments, a également été¢ développée. Les cultures ex-vivo
sont développées en utilisant des isolats de Plasmodium fraichement récoltés sur le terrain ou
cryopréservés, qui subissent des modifications dans certain cas une fois en culture et
compliquent ainsi la poursuite de recherches précises sur cette espece cultivée ex-vivo. Ainsi,
il devient difficile d’étudier un stade spécifique, si les parasites cultivés ex-vivo ne se
développent pas correctement. Des tentatives inlassables ont toutefois permis de mettre au
point des méthodes de culture ex-vivo améliorées pour la deuxiéme espece la plus répandue, P,
vivax. Elle était un grand probléme car cette espéce n’infecte que les globule rouge jeune(98).
Cette culture ex-vivo fournit actuellement des données utiles sur P. vivax, telles que sa
sensibilit¢ aux médicaments antipaludiques, sa pathobiologie et ses mécanismes
d'invasion(97). Alors que les combinaisons thérapeutiques a base d'Artémisinine ont permis de
réduire de maniere significative la transmission, la morbidité et la mortalité de P. falciparum,
la prolifération et transmission persistante de P. malariae sont largement signalées(99). P,
malariae est trés répandu dans les régions ou le paludisme est endémique, comme
I'Amazonie(100) et 1'Afrique subsaharienne(101). P. malariae peut provoquer une infection
chronique potentiellement mortelle, une anémie grave comme décrite chez falciparum qui est
le plus mortel, avec un impact socio-économique négatif important(102). En 2021, L. Demb¢lé
et ses collaborateurs ont mis au point une méthode de culture pour contribuer au dépistage de
nouveaux médicaments antipaludiques contre P malariae et permettre d’étudier et de
comprendre sa biologie, comme son mécanisme d’invasion et ses marqueurs de résistance aux

médicaments(103).

3.8. Analyse des isobologrammes

L’analyse des isobologrammes aussi connue sous le nom de méthode des contours est une
méthode classique utilisée dans des essais de la détermination des interactions
médicamenteuses. En 1953 Loewe propose 1’analyse issue des isobologrammes, (Gessner et
al., 1970) sur la combinaison d’éthanol et d’hydrate de choral a cette époque leurs résultats
n’ont pas attiré I’attention avant ’année 1992. L’application du modele d’additivité de Loewe
en 1992 a I’ajustement de la dose qui produit 50 % de 1’effet maximal du médicament ( EDsq
) , de leurs intervalles de confiance 95% et de leurs variances par les chercheurs (Fei et Jisheng
1998) et a la méthode d’analyse graphique des contours la plus utilisée aujourd’hui a montré
que cette méthode est désormais largement utilisée dans les expériences pharmacologiques et

les pratique clinique(104).

» Principe d’analyse des isobologrammes
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Le principe de cette méthode est de satisfaire la relation dose-effet(105), et la valeur EDsg est
généralement calculée a I'aide des méthodes de Dixon-Mood (Yingxiu et al., 2014 ; Wenkai et

al., 2016) et de probit (Xuejun et al., 2016 ; Hongxin et al., 2017 ; Hongwei et al., 2018)(106).
% Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technologie qui permet de mesurer simultanément puis d'analyser
de multiples caractéristiques physiques de particules uniques, généralement des cellules,

lorsqu'elles s'écoulent dans un flux de fluide a travers un faisceau de lumicre(107).
» Principe et Fonctionnement

Les cytometres en flux utilisent des lasers comme sources de lumiere pour produire des signaux
lumineux diffusés et fluorescents qui sont lus par des détecteurs tels que des photodiodes ou
des tubes photomultiplicateurs(108). Il est composé de trois systemes principaux : fluidique,

optique et ¢électronique(109).

- Le systéme fluidique transporte les particules dans un flux vers le faisceau laser pour

l'interrogation.

- Le systéme optique se compose de lasers pour éclairer les particules dans le flux d'échantillons
et de filtres optiques pour diriger les signaux lumineux résultants vers le systeme d'analyse et

de filtres optiques pour diriger les signaux lumineux résultants vers les détecteurs appropriés.

- Le systeme électronique convertit les signaux lumineux détectés en signaux électroniques qui

peuvent étre traités par I'ordinateur.

Pour certains instruments équipés d'une fonction triage, le systeme électronique est également

capable d'initier des décisions de triage pour charger et dévier les particules.

Dans le cytométre en flux, les particules sont transportées vers l'interception du laser dans un
flux de fluide. Toute particule ou cellule en suspension d'une taille comprise entre 0,2 et 150

micrometres peut étre analysée(110).

Les cellules provenant de tissus solides doivent étre désagrégées avant 'analyse. La partie du
flux de fluide ou se trouvent les particules s'appelle le noyau de 1'échantillon. Lorsque les
particules passent a travers l'intercepteur laser, elles diffusent la lumiere laser. Toute molécule
fluorescente présente sur la particule deviennent fluorescents. La lumiere diffusée et

fluorescente est collectée par des lentilles positionnées de maniere appropriee. Une
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combinaison de séparateurs de faisceaux et de filtres dirige la lumicre diffusée et fluorescente
vers les détecteurs appropriés(111). Les détecteurs produisent des signaux électroniques
proportionnels aux signaux optiques qui les frappent. Des données en mode liste sont collectées
pour chaque particule ou événement. Les caractéristiques ou parametres de chaque événement
sont basés sur ses propriétés de diffusion. Les données sont collectées et stockées dans

l'ordinateur.
» Application

La cytométrie en flux est un outil puissant qui a des applications dans de multiples disciplines

telles que :

- Immunologie,

-Biologie moléculaire,

-Virologie,

- Surveillance des maladies infectieuses,
-Biologie du cancer,

-Tri des cellules(112)...

» Interprétation d’un résultat de cytométrie en flux, analyse des cellules en fonction de

différents parametres :
Ces parameétres peuvent étre soit la taille, granulosité, des couleurs.

% Taille — FSC (Forward Scatter) : C’est le signal de diffusion vers 1’avant (0—10°), plus

la cellule est grande, plus le signal FSC est €levé.
FSC bas — Globules rouges non infectés ou infectés treés précocement.
FSC modérément élevé — Globules rouges infectés stade trophozoite.

FSC plus élevé — Globules rouges infectés stade schizonte (plus volumineux et complexes)

R/

¢ Granulosité / complexité interne — SSC (Side Scatter) : C’est le signal de diffusion
latérale (90°), refléte la complexité interne de la cellule (contenu granulaire, noyau plissé,
organites intracellulaires) et plus la cellule est granuleuse ou riche en structures internes,

plus le signal SSC est €levé.
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FL1-H représente le SYBR green et qui mesure la quantit¢é d’ADN parasitaire permettant de
voir que les globules rouges parasités (croissance). La granulosité de tous les globules rouges
parasités et non parasité est visualisé par FSC-H. La viabilité du parasite est mesurée a la FL4-
H (représente le Mitotracker) en utilisant un marquage des mitochondries avec un Mitotracker
rouge vif. Ainsi les deux fenétres (F1, F2) contiennent des globules rouges parasités (GRP) et
non parasités alors que les deux fenétres (F3, F4) ne contiennent que globules rouges non
parasités et peuvent représenter le control négatif de I’invasion, infection et développent

parasitaire.
% NONMEM

Le logiciel NONMEM (NONIlinear Mixed Effects Modeling), développé initialement par
Sheiner et Beal dans les années 1970, est aujourd’hui un outil de référence pour I’analyse de
données pharmacocinétiques et pharmacodynamiques(113,114). Il permet de modéliser des
données longitudinales en tenant compte a la fois du comportement moyen d’une population
(effets fixes) et de la variabilité individuelle (effets aléatoires)(115,116). Cet outil est largement
utilisé dans la recherche biomédicale et dans le domaine du développement de nouveaux

médicaments(117).

3.9. Stratégies de lutte contre le paludisme
3.9.1. La prise en charge médicamenteuse du paludisme

3.9.1.1. Cas de paludisme non compliqué
Les cas de paludisme sont pris en charge au niveau des structures sanitaires conformément aux
recommandations en vigueur. L’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS) recommande
I’utilisation des Combinaisons Thérapeutiques a base d’ Artémisinine (CTA) pour le traitement
du paludisme non compliqué, chaque fois que I’administration par voie orale est possible. Par
ailleurs, ’OMS préconise de confirmer le diagnostic clinique du paludisme par un examen
biologique, notamment par microscopie ou par test de diagnostic rapide (TDR), lorsque les

capacités techniques le permettent, avant 1’instauration du traitement(118).

3.9.1.2. Cas de paludisme compliqué
L’Organisation mondiale de la Santé (OMS) recommande 1’administration d’artésunate par
voie intraveineuse comme traitement de premicre intention des cas de paludisme grave
(compliqué)(118). En cas d’indisponibilité de I’artésunate, I’utilisation de 1’artéméther par voie

intramusculaire est recommandée, de préférence a la quinine.
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3.9.2. Prise en charge médicamenteuse du paludisme selon le Programme National de
Lutte contre le Paludisme (PNLP) au Mali
Le paludisme simple, ou non compliqué, se définit par I’apparition de fievre ou de symptomes
compatibles avec le paludisme, sans signes de gravité ni atteinte d’organe vital. Le diagnostic
doit étre confirmé par un test de diagnostic rapide (TDR) ou un frottis sanguin. La prise en
charge repose sur I’administration d’une thérapie combinée a base d’artémisinine (ACT), telle
que I’Artésunate-Amodiaquine (ASAQ), I’Artéméther-Luméfantrine (AL), Artésunate-
Méfloquine  (ASMQ), Artésunate-Pyronaridine  (ASPY),  Artésunate-Sulfadoxine-
Pyriméthamine (ASSP), Dihydroartémisinine-Pipéraquine (DHAP) sur une durée de trois
jours(119). Les soins complémentaires incluent le traitement symptomatique de la fiévre par
du paracétamol (I’aspirine étant a éviter chez ’enfant), le maintien de I’hydratation et de la
nutrition, ainsi que la surveillance attentive des signes de gravité tels que vomissements
persistants, convulsions, asthénie ou jaunisse, avec orientation immédiate vers un centre de

soins si ces signes apparaissent.

Le paludisme grave, ou sévere, ou compliqué se caractérise par une infection a Plasmodium
falciparum accompagnée de signes de gravité, tels que le coma, des convulsions répétées, une
anémie sévere (Hb <5 g/dL), une hypoglycémie, une insuffisance rénale ou hépatique, ou une
détresse respiratoire. Sa prise en charge nécessite une hospitalisation obligatoire. Le traitement
recommandé consiste en 1’administration d’artésunate par voie intraveineuse ou
intramusculaire pendant au moins vingt-quatre heures, suivi d’un relais par ACT oral des que
I’état du patient s’améliore et qu’il peut avaler. En 1’absence d’artésunate, la quinine
intraveineuse peut étre utilisée, avec une surveillance rapprochée de la glycémie et de la
fonction cardiaque. Les soins de support comprennent la correction des hypoglycémies et des
désordres électrolytiques, la transfusion sanguine en cas d’anémie sévere, ainsi que la gestion
des convulsions et des complications respiratoires. Une surveillance constante de 1’état général

et des signes vitaux est indispensable jusqu’a stabilisation du patient(119).

Le gouvernement du Mali s’est engagé a assurer gratuitement le traitement de 1’acces palustre
chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes tout en fournissant les formations

sanitaires en TDR (Test de Diagnostic Rapide) et en CTA(91).
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3.9.3. Les mesures préventives
Le traitement préventif intermittent (TPI), la chimio prévention du paludisme saisonnier (CPS)
et la lutte anti-vectorielle (LAV) constituent les mesures de prévention du paludisme au

Mali(120).

3.9.3.1. La prévention du paludisme pendant la grossesse
Le traitement préventif intermittent (TPI) avec la Sulfadoxine-Pyriméthamine est recommandé
pour prévenir le paludisme pendant la grossesse. Ce traitement est administré gratuitement a
raison d’une cure supervisée par mois entre le 4éme et le 8¢me mois de la grossesse. Chaque
cure est composée d’une prise unique de 3 comprimés de Sulfadoxine (500mg) et

Pyriméthamine (25mg) chacun(121).

3.9.3.2. La chimio prévention du paludisme saisonnier
La CPS est une nouvelle stratégie pour le controle du paludisme chez les enfants impliquant
I'administration mensuelle de Sulfadoxine-Pyriméthamine + Amodiaquine (SPAQ) pour la
prévention du paludisme(122). Elle est plus adaptée a des zones ou le paludisme est saisonnier
avec une transmission intense pendant trois ou quatre mois de I'année. Cette CPS concerne les
pays (en majorité Africains) qui répondent a ces critéres et pour lesquels la SP et ’AQ
conservent leur efficacité contre P. falciparum. SP+AQ a ainsi une chimioprophylaxie
d’environ quatre semaines, la protection diminue ensuite rapidement nécessitant un

renouvelement du traitement chaque mois(118).

3.9.3.3. La lutte antivectorielle
Le Mali a adopté les méthodes de lutte antivectorielle pouvant étre utilisées au niveau

individuel et communautaire pour protéger contre les piqures de moustiques(123).
Il s’agit de :

—La promotion des moustiquaires imprégnées d’insecticide

—Le traitement ciblé des gites larvaires

—La pulvérisation intra-domiciliaire

—La promotion de I’hygieéne et de 1’assainissement.

3.9.3.4. Vaccin
Un vaccin efficace contre le paludisme serait le meilleur outil pour pallier les phénomenes de

résistance contre les médicaments et surtout d’éradiquer le paludisme. De nombreux candidats
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vaccins sont a I’étude(124). Malgré la réalisation de plusieurs essais vaccinaux, aucun vaccin
d’excellents résultats de protection n’a été mis sur le marché. En revanche, on compte un
candidat vaccin en phase III des essais cliniques depuis 2012, il est actif sur les formes pré-
érythrocytaires(125). Le développement d'un vaccin contre le paludisme est entravé par des
difficultés telles que la complexité du parasite et de son cycle de vie, une trés grande variation
antigénique et une compréhension limitée des interactions entre P. falciparum et le systéme
immunitaire de 1’hote humain. Dans ’infection par P. falciparum, le développement d'un
vaccin est possible parce que l'infection induit une immunité clinique. Dans les zones hyper-
endémiques a P. falciparum, I'immunité contre le paludisme sévere est acquise des la petite
enfance, alors que l'immunité contre une maladie bénigne n'est pas acquise avant la fin de
I'adolescence(90). Différents vaccins contre le paludisme sont testés chez I’Homme(127).
Ainsi, quatre catégories de vaccins sont en phase d’essai contre le paludisme : des vaccins anti-
stade pré-érythrocytaire, des vaccins anti-stade érythrocytaire, des vaccins bloquant la
transmission, des vaccins bloquant la cytoadhérence des hématies parasitées(128). Aprés des
décennies de recherche, un vaccin contre le paludisme (RTS, S/AS01) a recu un avis positif de
I’agence européenne des médicaments en vertu de I’article 58 en 2015 et plus récemment, le
vaccin R21/Matrix-M a également été approuvé pour une utilisation contre le paludisme

(75,128-132).

3.10. Les antipaludiques
La classification pharmacologique des antipaludiques se fait selon le stade du parasite sur

lequel ils agissent(133). On distingue principalement :

*

¢ Les schizonticides sanguins

Ils agissent sur les formes asexuées sanguines responsables des symptomes cliniques du
paludisme. Ils sont utilisés pour le traitement curatif mais n’empéchent pas toujours la
transmission.(134). Les schizonticides comprennent les amino-4 quinoléines (ex. Chloroquine,
Amodiaquine), les amino-alcools (ex. Quinine, Méfloquine, Luméfantrine), les antifoliniques
(Proguanil et Pyriméthamine) et les antifoliques (Sulfadoxine, dapsone), la Pyronaridine et les

sesquiterpenes lactones (Artémisinine et dérivés)(135).

7

¢ Les gamétocytocides
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Ils n’ont pas d’action forte sur les schizontes mais ont un intérét sur le plan collectif car ils
peuvent empécher la transmission. Ils comprennent les amino-8 quinoléines (ex. Primaquine,

Tafénoquine)(136,137).
% Les antibiotiques a activité antipaludique

Certains antibiotiques ont une activité antipaludique modérée et sont utilis€és en association
pour améliorer I’efficacité du traitement. La famille des tétracyclines (Doxycycline) ou des
macrolides (Erythromycine) utilisés en association avec les schizonticides (en général la
Quinine) permettent de renforcer 1’activité antipaludique(138,139) et les lincosamides (

Clindamycine).

3.11. Nouvelles molécules antipaludiques

Bien que des combinaisons de médicaments a base d’Artémisinine soient disponibles pour
traiter le paludisme, les cas d’échecs des traitements rapportés en Asie du Sud-Est soulévent
des inquiétudes quant a la propagation de la résistance aux CTA en Afrique. Au Rwanda, dans
une ¢tude publiée en aout 2020 dans le journal Nature Médicine il est rapporté les premiers cas
de résistance de P. falciparum a1’ Artémisinine(19). Heureusement, il y a de I’espoir a I’horizon
car plusieurs nouveaux candidats médicaments antipaludiques sont en cours d’essais cliniques

ainsi que d’autres cibles médicamenteuses prometteuses sont en cours d’étude.
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Tableau I : le résumé des médicaments antipaludiques courants
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(sous-unité 505)
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Tableau II : Structure chimique des antipaludiques courants
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Proguanil : 1-[amino-(4-chlo-
roanilino)-methylidene]-2-
propan-2-ylguanidine;
hydrochloride

Pyriméthamine : 5-(4-chloro-
phenyl)-6-ethyl-2,4-pyrimidine-
diamine

Sulfadoxine : 4-amino-N-(5,6-
dimethoxypyrimidin-4-yl)
benzene sulfonamide.
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Amodiaquine: 4-[(7-chloro -
quinolin-4-yl) amino] -2-
[(diethylamino) methyl]
phenol.

Piperaquine : 4,4'-(Penta -
methylenedi-4,1-piperazinediyl)
bis-7-chloroquinoline
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3.11.1. Le Ganaplacide, un schizonticide et gamétocytocide prometteur

Le Ganaplacide est un composé de la classe des imidazolopipérazines(152). Son efficacité sur
les sporozoites, les formes asexuées et les gamétocytes a ét¢ démontrée lors d’études in-vitro
et d’études cliniques. Dans cette partie, nous aborderons sa découverte, sa biochimie, son
efficacité sur les différents stades parasitaires, son développement clinique, son mode d’action

et les mécanismes de résistance(153).

3.11.1.1. Découverte du Ganaplacide
Le Ganaplacide a été découverte par Novartis en 2008 a la suite de criblage a haut débit de pres
de 2 millions de molécules en utilisant le test phénotypique de croissance parasitaire des formes
asexuées (SYBR Green assay) (D. Plouffe et al., 2008)(154). Des études d’optimisation
ultérieures dont les analyses “relation structure-activité (RSA)”ont conduit & une molécule
hautement active sur les stades asexués et gamétocytaires de P. falciparum et P. vivax y compris

les clones multirésistants (Nagle et al., 2012; D. Plouffe et al., 2008 ; T. Wu et al., 2011)(155).

3.11.1.2. Biochimie du Ganaplacide
Le nom chimique du Ganaplacide est le 2-amino-1-[3-(4-fluoroanilino) -2-(4-fluorophenyl) -
8,8-dimethyl-5,6-dihydroimidazo[1,2-a] pyrazin-7-yl] ethanone. Cette molécule de familles
des imidazolopipérazines posséde une masse moléculaire de 411,4 g/mol et sa formule

chimique est C22H23F2N50.

Figure 3 : Structure chimique du Ganaplacide(156)
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Les imidazolopipérazines, sont constituées d’un groupe imidazole fusionné a un groupe
pipérazine. Leur structure particulicre est différente de celle des antipaludiques existants
comme les aminoquinolines (Chloroquine, Primaquine) ou les endo-peroxydes (Artémisinine).
Et cette structure joue un réle important dans leur efficacité comme 1’indiquent les études RSA

(Nagle et al., 2012 ; T. Wu et al., 2011)(157).

3.11.1.3. Mode d’action du Ganaplacide et résistance
Le mode d’action précis du Ganaplacide n’est pas entiérement compris, mais certaines
propositions des mécanismes impactés ont ét¢ rapportées. Dans une étude récente réalisée sur
le mode d’action du GNF179 (analogue du Ganaplacide) en utilisant des approches
biochimiques, il a été suggéré qu’elle interfere avec le processus de maturation et de transport
des protéines dans le réticulum endoplasmique (LaMonte et al., 2020)(158). Par ailleurs,
lorsqu’on localise le GNF179 dans le parasite, on remarque qu’elle colocalise avec le réticulum
endoplasmique (ER). Ces résultats viennent appuyer les connaissances sur les possibles voies

ciblées par le Ganaplacide(19,153).

En effet, des études génomiques de sélection de résistance ont identifi¢ des modifications dans
les génes codant pour trois transporteurs transmembranaires localisés dans le RE : le
transporteur de I’amine cyclique (PfCARL), le transporteur de I’UDP-galactose (PfUGT) et le
transporteur de 1’acétyl CoA (PfACT) (Kuhen et al., 2014 ; LaMonte et al., 2020 ; Lim et al.,
2016). Ces trois protéines sont potentiellement impliquées dans le processus de maturation des
protéines. L’orthologue de PfCARL chez la levure serait impliqué dans la préservation des
polypeptides contre la dégradation. Le PfACT semble intervenir indirectement dans le
repliement des protéines alors que le PfUGT est potentiellement impliqué dans 1’importation
de sucres dans le RE(18). L’inhibition des protéines orthologues de PfUGT chez les vers et les
plantes induit un stress du RE (LaMonte et al., 2020; Lim et al., 2016)(159).

3.11.1.4. Efficacité du Ganaplacide
Les études in-vitro de chimio-sensibilité ont montré que le Ganaplacide est efficace sur les
formes hépatocytaires, les formes asexuées et les formes sexuées du parasite. L’étude de Kuhen
et al est I'une de ces études qui a exploré I’efficacité du Ganaplacide sur diverses variables.
L’étude a montré une activité schizonticide du Ganaplacide avec une concentration inhibitrice
moyenne (Clso) allant de 6 a 17,4 nM contre les souches sensibles et résistantes de P.

falciparum. Les Clsg étaient d’environ 6 nM pour le clone résistant W2, et Plasmodium berghei.
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En outre, le Ganaplacide a démontré une activité schizonticide contre les souches de P. vivax

et P. falciparum potentiellement résistantes provenant de régions endémiques(160,161).

Par ailleurs, le Ganaplacide a inhibé la maturation et la viabilité des gamétocytes chez les
moustiques, ce qui indique des propriétés potentielles de blocage de la transmission. Le
Ganaplacide s’est montrée efficace sur les gamétocytes agés et bloque la transmission. L’étude
révele que le Ganaplacide inhibe la maturation des formes hépatocytaires (Kuhen et al., 2014 ;
Nagle etal., 2012 ; T. Wu et al., 2011). Le Ganaplacide peut servir ainsi d’agent prophylactique
puisqu’il protége contre la maturation des sporozoites lorsqu’il est administré avant I’infection.
En effet, lorsqu’on administre une dose de 10mg/Kg du Ganaplacide a une souris, 2h avant
infection par les sporozoites, 1'on observe une action protectrice qui est due a I’inhibition de la

maturation des sporozoites.

3.11.1.5. Développement clinique du Ganaplacide
Plusieurs études cliniques du Ganaplacide comprenant des essais de phases I et II sur le
traitement du paludisme non compliqué ont été réalisées(23). Les résultats concluants obtenus
au regard de I’efficacité, la sécurité, la tolérance et les propriétés pharmacocinétique du
Ganaplacide (Kublin et al., 2020; Ogutu et al., 2023; White et al., 2016) ont conduit Novartis
et Medicines for Malaria Venture (MMV) a valider en novembre 2022 la décision de passer a
I’étude clinique de phase Il (Novartis and Medicines for Malaria Venture announce decision
to move to Phase 3 study for novel Ganaplacide/Lumefantrine-SDF combination in adults and
children with malaria, 2022)(162). Ceci marque la premiere fois en deux décennies qu’un
nouveau composé antipaludique atteint ce stade (Chen & Ishengoma, 2023 ; Ogutu et al.,

2023).

Une premiére étude clinique contrélée randomisée en double aveugle a ¢t¢ menée pour évaluer
la sécurité, la tolérance et les propriétés pharmacocinétiques du ganaplacide chez 70 hommes
adultes(163). L’impact de 1’alimentation sur I’absorption a été également évalué. L’étude a
porté sur différentes concentrations et dosages, un groupe recevant une dose unique de 10 a
1200 mg et un autre groupe recevant des doses multiples avec des concentrations allant de 60
a 600 mg. Les résultats pharmacocinétiques ont montré que le Ganaplacide pouvait étre
administrée soit en dose unique, soit en doses multiples, avec une bonne tolérance et des effets

secondaires minimes tels que maux de téte, diarrhée, douleurs abdominales et vertiges.

Par la suite, une étude de phase II a été menée en Asie chez les personnes infectées par P. vivax

d’une part et P. falciparum d’autre part(164). L’efficacité d’une dose unique de 800 mg et d’une
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multidose de 400mg pendant trois jours a été évaluée. Le Ganaplacide a montré son efficacité
sur P. vivax et P. falciparum avec une demi-vie de 44 +/- 8,9 h. La durée de la clearance
parasitaire moyenne a été¢ de 45 h pour le traitement en dose multiple et de 49 h pour la dose

unique chez les patients infectés par P. falciparum(164).

Le GNF179 comparé au Ganaplacide (KAF156) :
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Figure 4 : Evolution structurale du GNF179 vers le Ganaplacide (KAF156)(153)

Le Ganaplacide est principalement métabolis¢é par les enzymes du cytochrome P450,
notamment CYP3A4, qui catalyse des réactions de phase I (principalement des oxydations),

permettant la formation de métabolites facilitant 1’¢limination du médicament.(165).

3.11.2. Les quinoléines-4-carboxamides (Cabamiquine)

La Cabamiquine (M5717) est un puissant et nouvel agent antipaludique agissant a plusieurs
¢tapes du cycle de vie du parasite Plasmodium(30). La Cabamiquine a un profil de sécurité
acceptable et de bonnes propriétés pharmacocinétiques. Il a comme cible moléculaire le facteur
d'¢longation de la traduction 2 (eEF2). Le facteur eEF2 est responsable de la translocation du
GTP du ribosome le long de I'ARN messager et est essentiel a la synthése des protéines(166).
Cette molécule a montré une excellente activité contre les parasites P. falciparum 3D7. De plus,
il était plus puissant que l'artésunate dans des essais ex-vivo contre une gamme d'isolats
cliniques de P, falciparum et de P. vivax recueillies aupres de patients atteints de paludisme au

sud de la Papouasie(167).
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3.11.2.1. Découverte de la Cabamiquine
La Cabamiquine (anciennement DDD107498) a été découverte dans le cadre d’un programme
de recherche collaboratif entre Drug Discovery Unit de I’Universit¢ de Dundee et MMV
(Medicines for Malaria Venture) visant a identifier de nouveaux antipaludiques actifs contre
les souches résistantes de P. falciparum. Elle a été identifiée par criblage de composés ciblant

des protéines essentielles du parasite(168).

3.11.2.2. Biochimie de la Cabamiquine
Le nom chimique de la Cabamiquine est le 6-fluoro-2-[4-(4-methylmorpholinyl) phenyl]-N-
(1-ethylpyrrolidin-2-yl)quinoline-4-carboxamide et sa formule bruite est C27H31FN402.

Cabamiquine (M5717) :

NN
F
09
~
N

Figure 5 : Structure de la Cabamiquine(169)

3.11.2.3. Efficacité de la Cabamiquine
Les tests in-vitro montrent que la Cabamiquine a un ECso dans la gamme nanomolaire (nM),
ce qui indique une activité élevée contre les parasites P. falciparum sensibles et résistants aux
autres antipaludiques classiques. Les études montrent une inhibition compléte des stades

schizontes sanguins en 48 a 72 heures(170).
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Son effet pharmacologique se caractérise par une inhibition rapide, concentration-dépendante
de la multiplication parasitaire, traduite par une clairance parasitaire notable. Un profil
pharmacocinétique caractéris€ par une biotransformation principalement assurée par
I’isoenzyme CYP3A4, qui constitue la principale voie métabolique impliquée dans son
¢limination. Les données disponibles suggerent une contribution limitée et probablement
mineure des autres isoenzymes du cytochrome P450. Par ailleurs, sa longue demi-vie
d’¢limination associée a une administration en dose unique confére a cette molécule un
avantage thérapeutique potentiel, favorisant son utilisation dans des stratégies de traitement

combiné ou en prophylaxie a dose unique unique(25).

Dans les mod¢les murins infectés par Plasmodium (tests in-vivo), la Cabamiquine montre une
réduction significative de la parasitémie apres une seule dose orale. Les essais cliniques de

phase I et I ont rapporté une bonne tolérance et un profil de sécurité favorable(28).
e Une activité préventive et curative contre le paludisme a P. falciparum.
o Laposologie unique peut éradiquer le parasite chez la majorité des participants infectés.

3.11.2.4. Mode d’action de la Cabamiquine
Le mode d’action de la Cabamiquine repose sur 1’inhibition ciblée du facteur d’élongation
eucaryote 2 de Plasmodium falciparum (PfeEF2), une protéine essentielle intervenant dans le
processus de translocation du ribosome lors de la traduction des protéines parasitaires.
L’inhibition de cette cible moléculaire validée entraine une altération de la synthése protéique,

provoquant ainsi un arrét du développement parasitaire et la mort du parasite.

3.11.2.5. Mécanismes de résistance de la Cabamiquine
Concernant les mécanismes de résistance, des études expérimentales basées sur la pression de
sélection médicamenteuse ont permis d’identifier des mutations non synonymes dans le gene
codant PfeEF?2, suggérant un mécanisme potentiel de diminution de la sensibilité 1i¢ a des
modifications conformationnelles de la cible pharmacologique. Ces mutations pourraient
réduire I’affinité de la Cabamiquine pour PfeEF2, constituant ainsi un mécanisme adaptatif du
parasite. L’ensemble de ces données confirme que PfeEF?2 représente a la fois une cible
thérapeutique critique et un marqueur moléculaire potentiel de surveillance de I’émergence de

la résistance a la Cabamiquine.
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3.12. Les méthodes d’études de I’activité des antipaludiques
L’efficacité des antipaludiques est ¢valuée par la méthode standardisée de I’OMS pour I’espece

P. falciparum. 11 s’agit des épreuves d’évaluation in-vitro et in-vivo.

3.12.1. Test in-vivo
Ce type de test consiste a contrdler la parasitémie au bout d’un temps donné, chez un sujet
atteint de paludisme a qui I’on a administré la dose recommandée de I’antipaludique a tester.
Lefficacité des schémas thérapeutiques est directement évaluée avec les tests de I’OMS. Ces
tests proposent des suivis de 28 jours pour la Chloroquine et I’Amodiaquine, 42 jours pour la
Luméfantrine-Artéméther (Coartem®), la Sulfadoxine-Pyriméthamine et le test de 63 jours
pour la Méfloquine et la Dihydroartémisinine-Pipéraquine(171). Le test standard de ’OMS de
28 jours recommande de réévaluer les parameétres clinique et parasitologique aux jours 1, 2, 3,

7, 14, 21 et 28 apres inclusion.
Avantages du test in-vivo

» Adhésion facile de la population au protocole d’étude car elle y trouve un intérét médical
immeédiat ;
» Réalisation plus simple et aisée (méme par un agent de santé de base) ;

» Détermination du niveau de la résistance afin d’adopter un schéma thérapeutique adéquat.
Inconvénients du test in-vivo

» Interprétation difficile des résultats liée aux troubles du métabolisme du médicament, au
niveau immunitaire du malade, et aux troubles d’absorption du médicament ;

» Longue durée pour le diagnostic de la résistance.

3.12.2. Tests in-vitro
Ils consistent a mesurer I’inhibition de la maturation en schizonte des parasites isolés chez un
sujet, en présence des doses croissantes d’un antipaludique donné. Apres le macro-test mis au
point par ’OMS et vite abandonné, ce sont les micro-tests qui sont actuellement utilisés. On
distingue :

R/

s Tests optiques

Le micro-test OMS et le semi-micro-test de Le Bras ont été€ mis au point a la fin des années 70
afin d’évaluer la sensibilité de P. falciparum a certains médicaments. Ils sont basés sur la

capacit¢ des doses croissantes d’antipaludiques testés a empécher la maturation des
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trophozoites de P. falciparum en schizontes, lorsque le prélévement sanguin est mis en culture
dans du milieu RPMI (Roosevelt Park Memorial Institute) et incubé a 37°C, en présence du
CO2 et de I’0O2, pendant 24 a 48 heures. Les résultats s’expriment en concentration minimale
inhibitrice (CMI), pour le micro-test OMS, et en concentration inhibitrice 50% (Clso) OU 90%

(Cloo) pour le semi-micro-test.
% Tests isotopiques

Ce sont des modifications, respectivement, du micro-test OMS et du semi-micro-test optique
par 1’adjonction dans chaque cupule d’un radio-isotope, I’hypoxanthine tritiée. La maturation
des parasites est révélée par I’incorporation du radio-isotope dans le noyau des parasites. La
mesure de la radioactivité se fait aprés 42 a 48 heures d’incubation, a 1’aide d’un compteur a
scintillation. Les résultats sont donnés en coups par minute (CPM) et I’activité du médicament

est exprimée en Clso ou en Cloo.
«» Le Micro-test de Mark II et le test de Makler

Sont basés respectivement sur la quantification microscopique des schizontes et sur la mesure
de I’activité enzymatique de la lactate déshydrogénase (LDH). Pour les deux approches, les

parasites sont cultivés en présence des antipaludiques a étudier.

0,

¢ Le test du Ring Stage Survival Assay (RSA) développé pour 1’évaluation de la résistance

des parasites a I’ Artémisinine et ses dérivés(172).
Avantages des tests in-vitro

» La possibilité de tester plusieurs antipaludiques sur les mémes souches plasmodiales a la
fois ;

» La possibilité de faire un diagnostic beaucoup plus précoce de la résistance ;

A\

Pas de probléme de biodisponibilité ni de troubles du métabolisme des médicaments ;

» Pas de probléme de disponibilité des patients.
Inconvénients des tests in-vitro

» Nécessité d’un matériel lourd et d’un personnel qualifié ;

» Conditions rigoureuses de prélévement et de culture des parasites tres difficile sur le terrain
(risque de contamination) ;

» Difficulté de cultiver certaines souches sauvages de terrain ;

» Incapacité de déterminer les échecs thérapeutiques.
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3.12.3. Tests ex-vivo
Ils consistent a mesurer 1’effet d’un antipaludique sur des souches de parasites prélevés chez
des sujets infectés. La source du parasite différe le test ex vivo du test in-vitro (utilisant des
parasites de laboratoire). Souvent, certains isolats sont d’abord adaptés en culture continue au
laboratoire avant de passer au test proprement dit(173). Ainsi, aprés la collecte des parasites,
ce sont les mémes tests in-vitro cités ci-dessus qui sont adaptés aux différentes expériences lors

des essais ex-vivo.

3.13. La chimiorésistance

3.13.1. La définition de la chimiorésistance
L’OMS a défini la chimiorésistance comme 1’aptitude d’un microorganisme a survivre ou a se
reproduire malgré I’administration et I’absorption d’un médicament employé & des doses égales
ou supérieures aux doses ordinairement recommandées mais comprises dans les limites de

tolérance du sujet(174).

Larésistance de P, falciparum aux antipaludiques est un phénomeéne réel sur tous les continents.
De nombreuses études ont été menées pour expliquer le mécanisme de la résistance. Un parasite
résistant est celui qui présente un ou plusieurs mutation(s) génétique(s) au niveau de son ADN
(selon les médicaments). Ces mutations génétiques sont des anomalies qui se produisent lors
de la réplication de I’ADN chromosomique ou mitochondriale du parasite. Comme chez les

bactéries, les principaux mécanismes de la résistance pourraient étre dus :

e Soit a I’inactivation enzymatique ou a la dégradation des médicaments.

¢ Soit a une altération du site de fixation du médicament.

e Soit a une inhibition de I’entrée du médicament.

e Soit a un reflux actif du médicament au niveau de son site d’action.

Les variants issus d’erreurs de réplication de I’ADN, sont d’autant plus fréquents que la
multiplication asexuée est rapide et que les systémes enzymatiques de réparation de I’ADN
sont imparfaits. Il y a sélection de plasmodies mutantes lorsque la concentration de
I’antipaludique est suffisante pour inhiber la multiplication des Plasmodies sensibles mais
insuffisante pour bloquer celle des mutants, phénoméne désignée sous le nom de « sélection
médicamenteuse ». Donc le médicament administré a un sujet porteur de parasites trouve déja
présents dans 1’organisme de celui-ci des parasites, soit préalablement mutés (résistants) soit

non mutés (sensibles)(175).
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3.13.2 La résistance aux antipaludéens et génes moléculaires associés
La résistance aux antipaludéens se produirait dans les zones de faible ou de haute transmission
de paludisme. En effet, la résistance s’est développée en premier dans les zones de faible
transmission (Thailande et Brésil) et elle reste actuellement plus fréquente dans ces zones que

dans celles de transmission plus élevée, s’appuyant sur I'hypothése de la faible transmission.

Les résistances concernent des degrés variables de la plupart des antipaludéens actuels sur le
marché compliquant le traitement du paludisme. Les médicaments sont moins efficaces en
raison de modifications d'ordre génétique apparues chez le parasite. Cependant des marqueurs

moléculaires y sont impliqués dans ces phénomenes de résistance.

3.13.2.1. Le géne P. falciparum chloroquine résistance transporter (Pfcrt)
Certaines ¢études de terrain ont trouvé une association entre les mutations Pfndrl et la
résistance de plasmodium falciparum a la Chloroquine. Une étude menée depuis 2000 a montré
que le Pfcrt, un gene a 13 exons, a été identifié prés de cg2 sur le chromosome 7, et code pour

Pfcrt, une protéine membranaire de transport vacuolaire(176).

L’équipe de Wellems a montré qu’une mutation de ce géne codant pour une protéine trans-
membranaire (Pfcrt) de la vacuole digestive de P. falciparum est responsable de la résistance a
la Chloroquine. En Amérique du sud, cette résistance est associ¢e a d’autres variants "Pfcrt"
porteurs de plusieurs mutations. Toutefois, les variants "Pfcrt" de ces trois régions ont en

commun, deux mutations spécifiques (K767 et A220S)(177).

La mutation sur le codon 76 (Thr—Lys) de Pfcrt est essentielle dans la résistance a la
chloroquine. La mutation Thr76Lys est associée a une résistance absolue a la chloroquine in
vitro. De nombreuses ¢études cliniques réalisées dans diverses zones géographiques ont
confirmé l'association entre la mutation 7hr76Lys et la résistance a la Chloroquine notamment
en Afrique, au Mali, au Cameroun, au Soudan, et au Mozambique, en Asie, au Laos et en

Thailande, ainsi qu’en Amérique du Sud, au Brésil.

Jusqu’a nos jours il n’y a pas de marqueur moléculaire pour I’Amodiaquine. On pense que des
variations alléliques sur le Pfcrt et sur le Pfmdrl auraient une relation avec une ¢€lévation de

résistance a I’Amodiaquine.

3.13.2.2. Le géne P. falciparum multidrug résistancel Pfmdrl
Des homologues du gene mdr, responsables de la multirésistance des cellules cancéreuses aux

médicaments anti-cancéreux ont été découverts chez P. falciparum et nommés Pfindrl et
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Pfmdr2.
Le Pfmdr2 est localisé sur le chromosome 14 de P. falciparum. De nombreuses études ont
montré qu’il n’était pas impliqué dans la résistance a la Chloroquine. Ce géne ne présente

pratiquement aucune variation entre les parasites sensibles et ceux résistants.

En revanche des variations dans le nombre de copies du géne Pfindri, le géne correspondant
situé sur le chromosome 5 du parasite, associées ou non avec des mutations ponctuelles, ont
¢té initialement considérées dans la chloroquino-résistance. Des mutations ponctuelles de
Pfmdrl sont liées a la chloroquino-résistance dans certaines études de terrain, et certains
auteurs ont trouvé le contraire. Le géne Pfmdrl code pour une protéine de perméabilité¢ d’un
poids moléculaire de 170kD. Comme les homologues des cellules cancéreuses, cette protéine
serait impliquée dans le transport trans-membranaire de la chloroquine et d’autres molécules
(178). Une mutation au niveau du Pfmdrl Asn-Tyr en position 86 pourrait contribuer a la
chloroquino-résistance. Ce marqueur est mélé dans la résistance des molécules suivantes :

Méfloquine, Chloroquine, Quinine(179).

3.13.2.3. Le gene P. falciparum dihydroPtéroate synthétase (Pfdhps) / le géne P.

falciparum dihydrofolate réductase (Pfdhfr)

La Pyriméthamine se lie et inhibe la dihydrofolate réductase (Dhfr), et les sulfamides agissent
sur la dihydroptéroate synthase (Dhps). L’association de la Pyriméthamine et de la Sulfadoxine
donne une action synergique contre P falciparum. La résistance a la Sulfadoxine-
Pyriméthamine est apparue a la frontiere entre la Thailande et le Cambodge dans le milieu des
années 60. En Afrique, la sensibilité de la Sulfadoxine-Pyriméthamine a commencée a baisser
dans les années 1980. Cette résistance s’est répandue plus rapidement a 1’Est qu’a 1’Ouest du
continent. La résistance in-vitro a la Sulfadoxine-Pyriméthamine a été reportée dans plusieurs
pays d’Afrique subsaharienne, variant de 13 a 30 %. De toutes les résistances aux
antipaludéens, la base moléculaire de la résistance a la Sulfadoxine-Pyriméthamine est la mieux
caractérisée. Les mutations spécifiques de P. falciparum qui conduisent a la résistance a la
Pyriméthamine et a la Sulfadoxine ont €t identifiées. Une triple mutation Pfdhfr est la présence
simultanée de la substitution de Asn108 plus Ile-51 et Arg-59 (DHFR 108N + 59R + 511) et
une double mutation Pfdhps (A437G + K540E)(180).

3.13.2.4. Le gene P. falciparum kelch propeller 13 (Pfk13)
Le gene Pfk13 (PF3D7 1343700) est localisé sur le chromosome 13, en position 43700, et code

pour une protéine de 726 acides aminés a partir d’un génome de 2181 pb. La protéine K13
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présente une structure en hélice et posséde, dans son domaine carboxy-terminal, six motifs
Kelch répétitifs impliqués dans diverses fonctions cellulaires, telles que la régulation du stress
oxydatif et la dégradation des protéines ubiquitinées, rappelant les protéines KEAPI et

KLHL12/KLHL2.

Des études expérimentales et épidémiologiques ont montré que certaines mutations non
synonymes dans le domaine Kelch de Pfk/3 sont associées a une augmentation de la demi-vie
de clairance parasitaire apres traitement par les dérivés d’Artémisinine, en particulier au
Cambodge et dans d’autres régions d’Asie du Sud-Est (ex. C580Y, R539T, Y493H, 1543T,
F4461)(181). Par exemple, les parasites porteurs de la mutation C580Y présentent une clairance
parasitaire significativement retardée, ce qui constitue un indicateur robuste de résistance aux
Artémisinines. Ces mutations peuvent modifier la fonction de la protéine K13, permettant au

parasite de survivre plus longtemps malgré I’exposition au médicament.

Cependant, d’autres études, notamment dans certaines populations africaines, n’ont pas trouvé
d’association significative entre certains polymorphismes de Pfk/3 et la résistance aux dérivés
d’ Artémisinine(182). Ces observations suggerent que la résistance peut étre influencée par des
mécanismes multigéniques ou contextuels, et que toutes les variations de Pfk/3 ne conférent

pas nécessairement un retard de clairance parasitaire.

3.13.2.4.1. Implications cliniques des mutations Pfkl3
Les mutations de Pfk/3 entrainent des conséquences directes sur la prise en charge clinique du

paludisme :

Efficacité du traitement : Les mutations réduisent 1’efficacité des dérivés d’ Artémisinine et des
Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA), favorisant la survie parasitaire

malgré le traitement.

Persistance de la parasitémie : Elles provoquent un retard de la clairance parasitaire, avec une

présence prolongée du parasite dans le sang, augmentant le risque de transmission et de rechute.

Evolution future de la résistance : La propagation des mutations représente un risque évolutif,
pouvant conduire a des souches plus résistantes et a une diminution de D’efficacité des

traitements actuels.

Nécessit¢ de modifier les protocoles thérapeutiques : Dans les zones ou la résistance est
confirmée, il peut étre nécessaire de réviser les recommandations nationales et internationales,

en introduisant de nouvelles combinaisons thérapeutiques ou des molécules alternatives.
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Déces : Une résistance non détectée ou non prise en charge peut entrainer des issues fatales,
notamment chez les enfants et les femmes enceintes. La surveillance moléculaire de Pfk13 est

donc cruciale pour prévenir la morbidité et la mortalité liées au paludisme.

En résumé, le géne Pfkl3 constitue un marqueur moléculaire central pour la surveillance de la
résistance a 1’ Artémisinine, et son suivi est essentiel pour adapter la stratégie thérapeutique et

limiter la propagation des souches résistantes.
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4. Méthodes et matériels
4.1. Lieu d’étude et choix du site d’étude
Le PMRTC/MEDRU, est un grand laboratoire de recherche au Mali situé¢ en commune III de

Bamako.
Le MEDRU fait partie du PMRTC/DEAP et leurs missions principales portent sur :

e Recherche et développement de médicaments et vaccins (181,183—190)
e Résistance aux médicaments

¢ Biologie Cellulaire

e Ecritures scientifiques et valorisation de la recherche

e Formation

Les laboratoires MEDRU conduisent leurs activités dans les locaux du PMRTC/DEAP et sur
différents sites d’études répartis sur tout le territoire du Mali. La présence permanente de
1I’équipe de recherche et un centre équipé pour répondre aux besoins des études entomologiques
et la conservation des échantillons pour des expérimentations ex-vivo et in-vitro d’ou la

nécessité de choisir ce site.

4.2. Types et période de I’étude

Une étude expérimentale in-vitro réalisée au sein de I’Unité d’Epidémiologie Moléculaire et
de Chimiorésistance (Molecular Epidemiology and Drug Resistance Unit) (MEDRU) du
Centre de Formation et de recherche sur les parasites et les Microbes (Parasites and Microbes
Research Training Center, PMRTC), Faculté de Pharmacie, Universit¢ des Sciences, des

Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB).
La période de travail s’est étendue de Novembre 2023 a Juillet 2025.

L’étude a porté sur I’évaluation de I’activité de la combinaison Ganaplacide—-Cabamiquine sur
des souches de P falciparum sensibles et résistantes, cultivées dans des conditions

standardisées.

4.3. Conditions de travail au laboratoire

Nous avons mené nos travaux conformément aux bonnes pratiques de laboratoire, telles
qu’énoncées dans les conventions internationales. Ce travail n’utilise que des parasites de
laboratoires P. falciparum 3D7 et tout le travail est fait au laboratoire sans besoin de parasites

ni de patients de terrain. Ainsi, ceci ne nécessite pas d’approbation éthique.
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4.4. Procédures de décongélation
La décongélation consiste a ramener des parasites cryoconservés a des conditions de culture

viables, afin de reprendre leur croissance in-vitro.

4.4.1. Décongélation du parasite

Les procédures de décongélation du parasite comprennent :

% Décongeler le tube a 37°C pendant 1a 2 minutes
% Transférer I’échantillon de parasite dans un tube de 50 ml
% Mesurer le volume
% Ajouter (0,1 x volume mesurer) volume de NaCl 12% goutte par goutte en agitant
¢ Laisser a la température ambiante pendant 5 minutes
¢ Ajouter (10 x volume mesurer) volume de NaCl 1,6% goutte par goutte en agitant
¢ Centrifuger a 170 g a 20° pendant 5 minutes
¢ Aspirer le surnageant
% Ajouter (10 x volume mesurer) volume de NaCl 0,9% goutte par goutte en agitant
¢ Centrifuger a 170 g a 20° pendant 5 minutes
% Aspirer le surnageant
% Suspendre les globules parasités dans du milieu complet (milieu de culture) plus
quelque microlitre de sang non infecté (RBC).
» Souches de P. falciparum utilisées
Cette étude a été réalisée sur deux souches de P. falciparum : la souche de référence
3D7 (souche sauvage) et une souche résistante au Ganaplacide.
» Souche sauvage P. falciparum 3D7
La souche 3D7 est une souche de référence de P. falciparum largement utilisée dans les
¢tudes d’évaluation de I’activité des antipaludiques. Elle dérive de la souche NF54,
isolée initialement chez un patient d’origine africaine, et son génome a été entiérement
séquenceé, ce qui en fait une souche de référence dans les études sur P. falciparum.
Dans cette étude, la souche 3D7 a été utilisée comme contrdle sensible afin de comparer
l'activité du ganaplacide seul et en combinaison avec la Cabamiquine.
+ Sur le plan phénotypique, la souche 3D7 présente :
v Une bonne capacité de croissance in-vitro
v Un cycle érythrocytaire d’environ 48 heures
v Une sensibilité aux antipaludiques de référence

v Une morphologie parasitaire normale aux différents stades intra-érythrocytaires
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+ Sur le plan génotypique,

Cette souche ne présente pas de mutations connues associées a la résistance aux

nouvelles molécules étudiées dans ce travail.

» Souche résistante au Ganaplacide
La souche résistante utilisée dans cette étude a été obtenue par sélection sous pression
médicamenteuse par exposition progressive des parasites a des concentrations
croissantes de Ganaplacide jusqu'a 1'obtention d’un phénotype stable de résistance.
+ La résistance a été confirmée par :

v Une augmentation des valeurs d’ICso par rapport a la souche 3D7

v’ La capacité des parasites a se multiplier en présence du médicament
+ Sur le plan phénotypique, la souche résistante présente :

v Une diminution de la sensibilité au Ganaplacide

v Une adaptation a la pression médicamenteuse

v’ Parfois une modification de la vitesse de croissance parasitaire

+ Sur le plan moléculaire :

La résistance au Ganaplacide est souvent associée a des mutations dans certains génes
candidats impliqués dans les mécanismes de résistance, notamment PfCARL (P.
falciparum Cyclic Amine Resistance Locus) ou PfACT (Acetyl-CoA transporter) selon

les données de la littérature.

4.4.1.1. Matériels et appareils
La hotte, I’incubateur, les pipettes sérologiques, milieu de culture, aspirateur, porte filtre,
Blouse, gants stériles, lame porte objet dégraissée a usage unique, alcool a 70°, poubelle,
Giemsa a 10%, bacs de coloration, éprouvette graduée, rateliers, eau désionisée, crayon a

papier, chronométre, huile a immersion, compteur manuel, papier hygiénique, microscope

optique binoculaire, une machine a calculer, une table de lecture et une chaise.

4.4.1.2. Procédure standard opératoire (SOP) du frottis mince (FM)

Application du frottis mince ici pour la confirmation et I’identification de P. falciparum.

4.4.1.2.1. Principe
Le frottis mince est utilisé¢ pour I'examen morphologique plus détaillé et pour déterminer les
especes de parasites, mais dans notre contexte pour déterminer la parasitémie. Elle consiste a

¢taler de fagon homogene une goutte de sang sur une lame porte objet.
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4.4.1.2.2. Confection frottis mince (FM)
- Glisser le bord du frottoir jusqu’a ce qu’elle touche la goutte de sang, laisser fuser
- Etaler d’un coup sec et régulier en respectant un angle de 45° avant d’atteindre 1’extrémité
gauche et droite. Tout le sang doit étre étalé avant d’atteindre 1I’autre extrémité de la lame.

- La queue du FM a couche monocellulaire doit étre réguli¢re et non striée.

4.4.1.2.3. Séchage, fixation et coloration de frottis mince
Le séchage apres étalement du frottis mince sur la lame, fixer le frottis mince en la lame dans
le méthanol pendant 3 a 5 secondes et laisser sécher encore le frottis mince sur une surface

plane.

- Recouvrir le frottis avec une solution de Giemsa a 10% pendant 10-15 minutes pour la

coloration rapide ou de Giemsa a 3% pendant 30 minutes pour la coloration longue classique.
- Rincer doucement la lame sous un filet d’eau distillée ou du robinet dans 1’évier
- Laisser sécher le frottis a I’air libre au moins pendant 1h au minimum ou utiliser un séchoir

- Le pH du colorant doit étre légerement alcalin (pH = 7,2 — 7,4), une coloration acide pourrait

empécher la mise en évidence des parasites.

4.4.1.2.4. Examen microscopique
- Pour la lecture, ajouter une goutte de I’huile d’immersion sur le frottis mince (vers la queue)
puis lire avec 1’objectif x100 ; sélectionner une zone dans laquelle les globules rouges sont

bien étalés sans exposition des uns sur des autres.

- Examiner la queue ou les bords du frottis et identifier les especes de parasites en notant les

caractéristiques suivantes :

*

% La forme du trophozoite

¢ Le nombre de trophozoites dans le globule rouge
¢ La taille du globule rouge infecté

% Le nombre de mérozoites par schizontes

% La forme du gamétocyte

>

¢ Et autres parasites dans les globules rouges infectés.

Compter le nombre total de globules rouges ainsi que le nombre de globules rouges infectés
dans au moins cinq champs microscopiques. Calculer le pourcentage de globules rouges

infectés. Déterminer le nombre relatif de parasites en fonction du nombre de leucocytes.
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Exprimer le résultat soit en « nombre de parasites par champ microscopique », soit en «

pourcentage d’hématies infectées ».

4.4.1.2.5. Milieu de culture
Le milieu de culture (RPMI-Complet) doit reproduire aussi fidélement que possible les

conditions de I’environnement que les cellules trouvaient in-vivo.
11 doit donc étre a la fois :

e Vecteur d’éléments nutritifs,
e Contribuer au maintien des conditions physico-chimiques telles que pH et osmolarité

e Et permettre la prolifération des cellules (divisions cellulaires).

La composition du milieu de culture (RPMI-Complet) est la suivante :

» Quantité suffisante d’eau stérile pour 1 litre,

— 10,43g de la poudre du RPMI 1640 + L-glutamine (INV-31800022),

— 2,5g de NaHCO:;,

— 5,96g de ’HEPES (25 mM),

— S5g d’AlbuMax® I (INV-11020021),

— Iml de I’'Hypoxanthine (100 uM),

— 2,5 ml de la Gentamicine (10mg/ml),

4.5. Test in-vitro de I’efficacité de la Cabamiquine et du Ganaplacide sur une souche 3D7
résistante au Ganaplacide et sauvage de P falciparum en monothérapie et en
combinaison

4.5.1. Méthodologie expérimentale

Les érythrocytes humains infectés par P. falciparum ont ét€¢ maintenus en culture in vitro dans

un milieu RPMI 1640 complet, préparé selon les conditions standard. Deux souches de

parasites ont été utilisées dans cette étude : la souche 3D7 sauvage et une souche résistante au

Ganaplacide. Les parasites ont été synchronisés au stade anneau avant ’initiation des

expériences. Pour I’ensemble des essais, la parasitémie initiale a été ajustée a 0,5 % et

I’hématocrite a 2 % avant la mise en plaque (Figure 6).

Les cultures parasitaires ont été distribuées dans des microplaques de 96 puits, chaque puits

recevant un volume identique de suspension globulaire infectée. Les deux composés

antipaludiques évalués étaient la Cabamiquine et le Ganaplacide. Chaque médicament a été

préparé individuellement a partir d’une solution mere a 10 uM. Les solutions de travail ont été
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préparées a des concentrations doubles (2x) par rapport aux concentrations finales souhaitées.
Lors de la mise en plaque, 60 pL de solution médicamenteuse (2x) ont été ajoutés a 60 puL de
suspension globulaire parasitée, permettant d’obtenir les concentrations finales (1%) prévues
dans chaque puits, pour un volume final de 120 uL (Figure 6).

La Cabamiquine a été testée aux concentrations finales de 1, 3, 5 et 10 nM, tandis que
le Ganaplacide a été évalué aux concentrations finales de 1, 3, 5, 10, 20, 40, 100 et 200 nM.
Les essais ont été réalisés en monothérapie pour chaque composé ainsi qu’en combinaison,
selon un design matriciel de type checkerboard ou damier (Figure 6). Ce dispositif
expérimental a été appliqué de maniére identique aux deux souches de P. falciparum, a savoir
la souche 3D7 sauvage et la souche résistante au Ganaplacide, afin de permettre une
comparaison des réponses pharmacodynamiques dans les deux contextes parasitaires. Chaque
condition expérimentale a été réalisée en réplicats techniques, incluant des puits contréles non
traités.

Apres 1’ajout des traitements, les plaques ont été incubées a 37 °C sous une atmosphere
contrélée contenant 5 % de CO.. La durée totale d’incubation était de 72 heures, avec des
acquisitions réalisées a 24, 48, et 72 heures afin de suivre 1’évolution temporelle de la
croissance parasitaire. A chaque point temporel, la viabilité parasitaire a été évaluée par
une double coloration au SYBR Green et au MitoTracker (Figure 6). Les plaques ont ensuite
été analysées par cytométrie en flux a 1’aide d’un Accuri C6.

Les données issues de la cytométrie en flux ont été exportées au format Excel et utilisées
comme jeu de données pour les analyses ultérieures de modélisation mathématique, incluant
I’estimation des parametres pharmacodynamiques et 1’évaluation des interactions

médicamenteuses (Figure 6).

Theése de Pharmacie 2024-2025 Allaye SAGARA 50



EVALUATION DE L’ACTIVITE IN-VITRO DE LA COMBINAISON GANAPLACIDE-CABAMIQUINE SUR DES SOUCHES
RESISTANTES ET SAUVAGES DE PLASMODIUM FALCIPARUM AU GANAPLACIDE

Souches sauvage -

3D7) et Ganaplacide | s > Culture
( ) P .r /; Parasites synchronisés

resistant de P.
falciparum 1 6 (stade anneau)

Ganaplacide (nM)
1 3 5 10 20 40 100 200

s

51 ‘-'..'.‘ & .l I IA-I ’A' |

o VCEREREA K R RERE l‘a @5 — —

'§3 l_'”'_n_r”!;l'_.x l_-ll_aul;l_;

O o 1 GEEC ) - R EREE ) ) — . J

2 5 | Q0RO XXX |
XSO X X G YY) .

g SR OO ODEDRE S ‘

810 i el ool SYBR Mito

@ incubées : 0h,24 h,48het72h Green Tracker

@ Hématocrite: 2 %,; Parasitémie: 0.5 %

Cytomeétre en flux

wv
LY
)
m
=
v
b
v \
g | \\\ \Fl”d'
a Q- ol == H—an
0 24 48 72
Temps (h)

Figure 6 : In-vitro procédure expérimentale de détermination de parameétres pharmacologiques

de la combinaison Ganaplacide-Cabamiquine sur P. falciparum.

4.5.2. Le principe de la cytométrie en flux

La cytométrie de flux est une technique analytique permettant d’analyser rapidement et
individuellement des cellules ou particules en suspension en mesurant leurs propriétés
physiques et fluorescentes. Les cellules sont entrainées dans un flux liquide et passent une a

une devant un faisceau laser ; la lumicre diffusée vers I’avant (FSC) renseigne sur la taille
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cellulaire, tandis que la diffusion latérale (SSC) refléte la complexité interne (Figure 7). En
parallele, I’utilisation de fluorochromes spécifiques permet de détecter des marqueurs
biologiques tels que des protéines, I’ADN ou ’activité mitochondriale. Les signaux lumineux
sont convertis en données numériques et représentés sous forme d’histogrammes ou de nuages
de points, permettant d’identifier et de quantifier différentes populations cellulaires. Cette
technique, largement utilisée en immunologie, biologie cellulaire et parasitologie, offre une
analyse rapide, sensible et multiparamétrique, bien qu’elle nécessite des cellules en suspension

et une expertise pour I’interprétation des données (Figure 7).
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Figure 7 : Principe de la cytométrie de flux pour la détection et la quantification des globules

rouges infectés par Plasmodium falciparum.

4.5.2. Modélisation mathématique

L’analyse des données a été réalisée a 1’aide du logiciel NONMEM (NONIinear Mixed Effects
Modeling, version 7.5 ; ICON Development Solutions, Gaithersburg, MD), qui repose sur une
approche de modélisation a effets mixtes. Les effets pharmacodynamiques de
la Cabamiquine ou du Ganaplacide en monothérapie ont ét¢ décrits a 1’aide d’un modele de

croissance-mortalité parasitaire, dans lequel la relation concentration-effet est caractérisée par

les parametres ECso et Emax (Figure 6). Dans ce cadre, I’ECso correspond a la concentration

Thése de Pharmacie 2024-2025 Allaye SAGARA 52



EVALUATION DE L’ACTIVITE IN-VITRO DE LA COMBINAISON GANAPLACIDE-CABAMIQUINE SUR DES SOUCHES
RESISTANTES ET SAUVAGES DE PLASMODIUM FALCIPARUM AU GANAPLACIDE

du médicament produisant 50 % de I’effet maximal, et constitue un indicateur de la puissance
pharmacologique du compos¢, tandis que Emax représente I’effet maximal atteignable,
traduisant 1’efficacité intrinséque du médicament sur la viabilité parasitaire.

Les données expérimentales de viabilité parasitaire ont été ajustées a un modele sigmoide de
type Emax, permettant d’estimer la puissance et I’efficacité maximale de chaque composé pris
isolément. Les effets combinés ont ensuite été évalués a 1’aide du modéele d’indépendance de
Bliss, utilis¢ comme mod¢le nul. Les interactions pharmacodynamiques ont été quantifiées a
I’aide du mode¢le General Pharmacodynamic Interaction (GPDI), en introduisant des
paramétres d’interaction (INT) décrivant le déplacement de I’ECso d’un médicament en
présence de ’autre. Les écarts observés entre les effets prédits par le modele d’indépendance
de Bliss et les données expérimentales ont ainsi €té interprétés comme des modifications de
I’ECso induites par I’interaction, conformément a 1’approche décrite par (Wicha et al.;

2017) (191).
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RESULTATS
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5. Résultats

5.1. Effet du Ganaplacide sur la souche 3D7 sauvage de P. falciparum aux stades asexués
sanguins

Le Ganaplacide, évalué en monothérapie, exerce un effet antiparasitaire dépendant de la

concentration sur la croissance de P. falciparum (souche 3D7 sauvage). Aux concentrations
comprises entre 0 et 10 nM, la densité parasitaire reste globalement comparable au témoin,
indiquant I’absence d’effet inhibiteur mesurable dans cette plage. A partir de 20-40 nM, une
diminution progressive du nombre de parasites viables devient apparente, traduisant
I’émergence d’un effet inhibiteur sur la croissance parasitaire. Cet effet s’intensifie, la tendance
centrale montre une réduction plus marquée de la viabilité et clairement prononcée aux
concentrations ¢levées (= 100 nM), I’inhibition est clairement prononcée, bien que la
décroissance reste progressive, suggérant un effet principalement cytostatique plutét qu’une
¢limination rapide des parasites (Figure 8). Pris ensemble, ces résultats mettent en évidence
une réponse en trois phases pour le Ganaplacide en monothérapie, avec une phase initiale sans
effet apparent, suivie d’une inhibition graduelle de la croissance parasitaire, puis d’une

inhibition marquée aux concentrations élevées.

F OonM | 1nM | 3nM 5nM | 10nM | 20nM || 40nM | 100nM | 200nM
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Figure 8 : Cinétique des effets du Ganaplacide en monothérapie sur la souche 3D7 sauvage de

P. falciparum aux stades asexués sanguins en fonction du temps.

L’axe des ordonnées représente la viabilité parasitaire (comptage au MitoTracker), tandis que
I’axe des abscisses correspond au temps d’incubation. Les points noirs indiquent les données
observées (DV) ou expérimentales, et la ligne rouge correspond a la prédiction du modele. Les

facettes en lignes représentent les différentes concentrations de Ganaplacide.
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5.2. Effet de la Cabamiquine sur la souche 3D7 sauvage de P. falciparum aux stades
asexués sanguins

La Cabamiquine, évaluée en monothérapie, exerce un effet antiparasitaire dépendant de la
concentration sur la croissance de P. falciparum (souche 3D7 sauvage). Aux concentrations 0
et 3 nM, la densité parasitaire demeure globalement comparable a celle du témoin, indiquant
I’absence d’effet inhibiteur mesurable dans cette plage. A 5 nM, une légére inflexion de la
tendance centrale apparait, suggérant le début d’une inhibition modérée de la croissance
parasitaire. Cet effet devient plus net a 5 nM, ou une diminution progressive du nombre de
parasites viables est observée. A 10 nM, I’inhibition est clairement marquée, traduisant un effet
antiparasitaire substantiel, bien que la réponse reste progressive et compatible avec un effet
majoritairement cytostatique (Figure 9).

Dans I’ensemble, ces résultats indiquent que la Cabamiquine présente une plage sans effet
détectable aux concentrations les plus faibles, suivie d’une zone intermédiaire d’inhibition

modérée, puis d’une inhibition marquée a concentration plus ¢levée lorsqu’elle est utilisée en

monothérapie.
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Figure 9 : Cinétique des effets du Cabamiquine en monothérapie et sur la souche 3D7 sauvage

de P. falciparum aux stades asexués sanguins en fonction du temps.

L’axe des ordonnées représente la viabilité parasitaire (comptage au Mitotracker), tandis que
I’axe des abscisses correspond au temps d’incubation. Les points noirs indiquent les données
observées (DV) ou expérimentales, et la ligne rouge correspond a la prédiction du modele. Les

facettes en lignes représentent les différentes concentrations de Cabamiquine.
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5.3. Effet de la combinaison Ganaplacide - Cabamiquine sur la souche 3D7 sauvage de P.
falciparum aux stades asexués sanguins

L’action du Ganaplacide et de la Cabamiquine, en combinaison, a été évaluée sur les stades
asexués sanguins de la souche 3D7 sauvage de P. falciparum. L’analyse des données met en
¢vidence une réponse concentration-dépendante aux doses faibles, la diminution du nombre de
parasites viables reste modérée, tandis qu’a des concentrations élevées (> 100 nM de

Ganaplacide ou > 5 nM de Cabamiquine), la réduction devient rapide et marquée (Figure 10).
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Figure 10 : Cinétique des effets du Ganaplacide et de la Cabamiquine en combinaison, sur la

souche 3D7 sauvage de P. falciparum aux stades asexués sanguins en fonction du temps.

L’axe des ordonnées représente la viabilité parasitaire (comptage au Mitotracker), tandis que
I’axe des abscisses correspond au temps d’incubation. Les points noirs indiquent les données
observées (DV) ou expérimentales, et la ligne rouge correspond a la prédiction du modele. Les
facettes en lignes représentent les différentes concentrations de Ganaplacide, tandis que celles

en colonnes correspondent aux concentrations de Cabamiquine.

Pour mieux illustrer ces observations, quatre conditions représentatives ont été sélectionnées

et présentées dans la (Figure 10), a savoir le témoin sans médicament (0 nM), le Ganaplacide
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seul a 3 nM, la Cabamiquine seule a 3 nM et la combinaison Ganaplacide-Cabamiquine (3 + 3
nM). Dans la condition témoin, la densité parasitaire demeure stable sur 72 heures, confirmant
la validité¢ du systéme expérimental. Le Ganaplacide seul montre un effet cytostatique léger,
tandis que la Cabamiquine seule provoque une inhibition partielle, sans réduction majeure de
la population parasitaire (Figure 11). En revanche, leur combinaison induit une chute majeure
du nombre de parasites viables dés 48 heures, indiquant une interaction pharmacodynamique

non détrimentale et positive (Figure 11).
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Figure 11 : Synergie pharmacodynamique bilatérale temps-effet du Ganaplacide et de la
Cabamiquine sur la souche 3D7 sauvage de P. falciparum aux stades asexués sanguins en

fonction du temps.

Les points noirs indiquent les données observées (DV) ou expérimentales, et la ligne rouge
correspond a la prédiction du modele. Les différentes concentrations du Ganaplacide et de la

Cabamiquine dans les facettes.

Cette interaction est quantifiée dans (Tableau III), qui compare les valeurs de ECso obtenues en
monothérapie et en association. Pour le Ganaplacide, ’ECso diminue de 22,2 nM a 19,6 nM,
tandis que pour la Cabamiquine, elle passe de 3,46 nM a 1,92 nM lorsqu’ils sont combinés.
Cette réduction paralléle des concentrations efficaces traduit une synergie bilatérale, ou chaque
composé¢ potentialise 1’activité de 1’autre (Tableau III). Ainsi, les (Figures 10) et (Figures 11),
conjointement au (Tableau III), démontrent clairement que, chez la souche 3D7 sauvage de P.
falciparum, la co-administration du Ganaplacide et de la Cabamiquine induit une interaction
réciproquement bénéfique, renforcant 1’efficacité antiparasitaire globale de la combinaison et

suggérant une synergie robuste entre les deux agents.
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Tableau III : Décalage des ECso entre monothérapie et combinaison traduisant une synergie

bilatérale du Ganaplacide et de la Cabamiquine sur la souche 3D7 sauvage de P. falciparum.

Paramétres Ganaplacide Cabamiquine Interaction
ECso mono 22.2nM 3.46 nM
Synergie
ECso combo 19.6 nM 1.92 nM

L’évolution du taux de mise & mort parasitaire est représentée sous forme de carte de chaleur
en fonction des concentrations et du temps (Figure 12). A 24 h, I’effet reste globalement faible
et n’apparait de maniére notable qu’a des concentrations proches ou supérieures aux ECso en
monothérapie (> 3.43 nM pour la Cabamiquine et > 22 nM pour le Ganaplacide). Apres 48 h,
une intensification claire de I’effet est observée, la mortalité intermédiaire est atteinte dés des
concentrations modérées, notamment lorsque 20 a 50 nM de Ganaplacide sont associés a 5-6
nM de Cabamiquine (Figure 12). A 72 h, la synergie devient manifeste : la combinaison de 3
nM de Cabamiquine et 22 nM de Ganaplacide entraine environ 50 % de mortalité, tandis que
des taux supérieurs a 80 % sont atteints pour 5-6 nM de Cabamiquine combinés a 50-100 nM
de Ganaplacide, au-dela de ces concentrations pour les deux composés un taux de mortalité
maximal est atteint (Figure 12). Ces résultats confirment que, chez la souche 3D7 sauvage,
I’association des deux composés permet d’obtenir un effet antiparasitaire a des expositions
réduites par rapport aux monothérapies, traduisant une synergie bilatérale temporelle et

concentration-dépendante.
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Figure 12 : Dynamique de I’effet combiné du Ganaplacide et de la Cabamiquine sur la

mortalité des parasites de P. falciparum (souche 3D7 sauvage) au cours du temps.

L’axe des ordonnées représente les concentrations du Ganaplacide, tandis que 1’axe des
abscisses indique les concentrations de la Cabamiquine. L’échelle de couleur illustre la
variabilité du taux de mortalité parasitaire, et les lignes rouges en pointillés correspondent aux

valeurs d’ECso des deux composés.

Les paramétres estimés du modele pharmacodynamique final sont présentés dans le (Tableau
IV). Ils résument 1’ajustement global du modele décrivant la dynamique combinée du
Ganaplacide et de la Cabamiquine sur la souche 3D7 sauvage de P. falciparum, en cohérence

avec les résultats expérimentaux illustrés (figure 12).

Tableau IV : Les Parametres estimés du modele pharmacodynamique final décrivant 1’effet

combiné du Ganaplacide et de la Cabamiquine sur la souche 3D7 sauvage de P. falciparum.

Le parametre No correspond a la population parasitaire initiale avant traitement, tandis
que KG décrit le taux de croissance intrinseéque du parasite en absence d’effet médicamenteux.
Les parametres Emax du Ganaplacide et de la Cabamiquine représentent 1’effet maximal
théorique que chaque molécule peut exercer sur la réduction du nombre de parasites viables.
L’ECso indique la concentration nécessaire pour atteindre la moiti¢ de cet effet maximal,
traduisant la sensibilité du parasite au traitement. Enfin, le parametre Hill (ou coefficient de
Hill) exprime la pente de la relation concentration-effet. Les Clos %, qui correspondent aux
intervalles de confiance a 95 % des parameétres estimés par le modéle, traduisent la précision

statistique des estimations et permettent d’évaluer la robustesse du modele.
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Paramétres Valeurs Concentration inhibitrice de 95%
(Clos%)
No (population parasitaire initiale

avant traitement) 746 [698.764 - 793.236]

KG (taux de croissance intrinséque du
parasite en absence d’effet 0,00014* 0,00014*

médicamenteux)
Emax du Ganaplacide 0,0199 % [0,0174 - 0,0224]
Emax de la Cabamiquine 0,0371 % [0,0324 - 0,0418]
ECso du Ganaplacide 22.2 nM [16.477 - 27.923]
ECso de la Cabamiquine 3,46 nM [0,657 - 6,263]
Hill du Ganaplacide 3,18 [1,161 - 5,199]
Hill de la Cabamiquine 0,296 [0,0588 - 0,533]

* : signifie fixe

5.4. Effet de la combinaison Ganaplacide - Cabamiquine sur la souche 3D7 résistante au

Ganaplacide de P. falciparum aux stades asexués sanguins

Chez la souche 3D7 résistante au Ganaplacide, le modéle pharmacodynamique met en évidence

une altération marquée de la réponse au Ganaplacide, contrastant fortement avec celle observée

chez la souche 3D7 sauvage de P. falciparum. Les profils temporels en monothérapie révelent

une efficacité tres limitée du Ganaplacide, la croissance parasitaire reste soutenue jusqu’a 48

h, et la décroissance du nombre de parasites viables n’apparait qu’a des concentrations ¢levées

(> 100 nM) et apres un délai prolongé (Figure 13). Ce comportement traduit une tolérance

acquise du parasite, se manifestant par une diminution de la vitesse de mise a mort et une perte

de sensibilité a 1’exposition médicamenteuse.
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Figure 13 : Cinétique des effets du Ganaplacide en monothérapie sur la souche 3D7 résistante

au Ganaplacide de P. falciparum aux stades asexués sanguins en fonction du temps.

L’axe des ordonnées représente la viabilité parasitaire (comptage au MitoTracker), tandis que
I’axe des abscisses correspond au temps d’incubation. Les points noirs indiquent les données
observées (DV) ou expérimentales, et la ligne rouge correspond a la prédiction du modele. Les

facettes en lignes représentent les différentes concentrations de Ganaplacide.

Cependant, la Cabamiquine a exercé un effet rapide sur les parasites résistants au Ganaplacide,

y compris a des concentrations qui étaient auparavant faibles et peu actives sur les souches

sauvages.
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Figure 14 : Cinétique des effets du Cabamiquine en monothérapie sur la souche 3D7 résistante

au Ganaplacide de P. falciparum aux stades asexués sanguins en fonction du temps.

L’axe des ordonnées représente la viabilité parasitaire (comptage au MitoTracker), tandis que
I’axe des abscisses correspond au temps d’incubation. Les points noirs indiquent les données
observées (DV) ou expérimentales, et la ligne rouge correspond a la prédiction du modele. Les

facettes en lignes représentent les différentes concentrations de la Cabamiquine.
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Figure 15 : Cinétique de la viabilité parasitaire sous Ganaplacide et Cabamiquine, administrés

seuls ou en combinaison, chez la souche 3D7 résistante au Ganaplacide.

L’axe des ordonnées indique le nombre de parasites viables (comptage au MitoTracker) et I’axe
des abscisses le temps d’incubation. Les points noirs correspondent aux données
expérimentales observées (DV) et la ligne rouge aux prédictions du modele
pharmacodynamique. Les facettes en lignes illustrent les concentrations croissantes de

Ganaplacide, tandis que celles en colonnes représentent les concentrations de Cabamiquine.

L’ajout de faibles concentrations de Cabamiquine (1-3 nM) modifie profondément cette
dynamique, comme le met en évidence la (Figure 15). Dés 24 h, on observe une chute rapide
et soutenue du nombre de parasites viables, méme lorsque le Ganaplacide est administré a des
concentrations faibles ou modérées. Cette inversion de tendance illustre une récupération
fonctionnelle de 1’efficacité du Ganaplacide sous ’effet de la Cabamiquine, qui semble agir
comme un amplificateur pharmacologique ou un facilitateur d’action (Figure 16). Ce
phénomeéne suggere que la Cabamiquine réactive ou renforce des mécanismes de mise a mort
que le Ganaplacide seul ne parvient pas a déclencher efficacement dans ce contexte de

résistance.
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Figure 16 : Effet de potentialisation pharmacodynamique unidirectionnelle de la Cabamiquine

sur le Ganaplacide chez les parasites de P. falciparum 3D7 résistants au Ganaplacide.

Les points noirs représentent les données expérimentales observées (DV) et la ligne rouge les
prédictions issues du modele pharmacodynamique. Les facettes illustrent les différentes
combinaisons de concentrations de Ganaplacide et de Cabamiquine testées. Ces résultats
quantitatifs (Tableau V), confirme la nature de I’interaction observée. L’ECso du
Ganaplacide diminue de fagon spectaculaire, passant de 1390 nM en monothérapie a 255 nM
en combinaison, soit une amélioration d’efficacité d’environ six fois. En revanche, I’ECso de
la Cabamiquine reste stable a 0,62 nM, indiquant que son activité intrins€que n’a pas été
influencé par la présence du Ganaplacide (Tableau V). Cette asymétrie traduit une synergie
unidirectionnelle, ou la Cabamiquine potentialise la réponse pharmacodynamique du
Ganaplacide sans réciprocité. Dans 1’ensemble, les (Figures 15) et (Figures 16), appuyées par
les estimations du Tableau V, démontrent que la Cabamiquine est capable de restaurer la
sensibilit¢ du Ganaplacide sur la souche 3D7 résistante au Ganaplacide. Cette interaction
unidirectionnelle met en évidence un mécanisme de synergie ciblée, dans lequel la
Cabamiquine agit comme un modulateur pharmacodynamique rétablissant une efficacité

antiparasitaire complete, méme dans un contexte de tolérance au Ganaplacide.
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Tableau V : La Variations des valeurs ECso (concentration nécessaire pour atteindre la moitié
de cet effet maximal) estimés entre monothérapie et combinaison sur des souches résistantes
au Ganaplacide (5xICso-GNF179-FS : PfCARL) indiquant la potentialisation du Ganaplacide

par Cabamiquine.

Paramétres Ganaplacide Cabamiquine Interaction
ECso mono (nM) 1390 nM 0.62 nM
Synergie
unidirectionnelle
ECso combo (nM) 255 nM 0.62 nM

Tableau VI : Les principaux parametres estimés du modele pharmacodynamique appliqué aux

souches résistantes au Ganaplacide (PfCARL).

Le parametre No correspond a la population parasitaire initiale avant traitement, tandis
que KG décrit le taux de croissance intrinséque du parasite en absence d’effet médicamenteux.
Les parametres Emax du Ganaplacide et de la Cabamiquine représentent 1’effet maximal
théorique que chaque molécule peut exercer sur la réduction du nombre de parasites viables.
L’ECso indique la concentration nécessaire pour atteindre la moitié de cet effet maximal,
traduisant la sensibilité¢ du parasite au traitement. Enfin, le paramétre Hill (ou coefficient de
Hill) exprime la pente de la relation concentration-effet. Les IC95 %, qui correspondent aux
intervalles de confiance a 95 % des parameétres estimés par le modele, traduisent la précision

statistique des estimations et permettent d’évaluer la robustesse du modele.
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Parametres Valeurs Concentration inhibitrice de 95%
(Clos%)
No (population parasitaire initiale
avant traitement) 959 [955,609 - 962,391]
KG (taux de croissance
intrinséque du parasite en absence 0,000927 [0,000893 - 0,000961]
d’effet médicamenteux)
Emax du Ganaplacide 5,38 % [5,162 - 5,598]
Emax de la cabamiquine 0,0591 % [0,0589 - 0,0593]
ECso du Ganaplacide 1390 nM [1308,464 -1471,536]
ECsode la cabamiquine 0,595 nM [0,573 -0,617]
Hill du Ganaplacide 2,79 [2,675 -2,905]
Hill de la Cabamiquine 3,49 [3,323 - 3,657]

5.5. Interactions pharmacodynamiques entre le Ganaplacide et la Cabamiquine sur les
souches 3D7 sauvages et résistantes au Ganaplacide

Les interactions pharmacodynamiques entre le Ganaplacide et la Cabamiquine, modélisées
selon le cadre du GPDI (General Pharmacodynamic Interaction, Wicha et a/, 2007), mettent en
évidence une évolution nette du profil d’interaction entre la souche 3D7 sauvage et la
souche résistante au Ganaplacide (PfCARL) (Tableau VII et Tableau VIII). Chez la souche
sauvage, I’interaction a été modélisée sur le ECso, Les parametres ECso INT12 =-0.52 et ECso
_INT21 = - 0.92 présentent tous deux des valeurs négatives, indiquant une synergie

bilatérale entre les deux molécules (Tableau VII).

La Cabamiquine réduise I’ECso du Ganaplacide, ce qui se traduit par une augmentation
marquée de sa  puissance pharmacodynamique. De  maniére  réciproque,
le Ganaplacide diminue également ’ECso de la Cabamiquine, renforgant ainsi la réponse
antiparasitaire (Tableau VII). Cette interaction mutuelle traduit une coopération synergique
¢quilibrée, caractéristique de la souche sensible, ou les deux composés conservent leur

efficacité intrinséque tout en potentialisant leur action respective (Tableau VII).
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Tableau VII : Parameétres d’interaction pharmacodynamique (INT) liés a la modulation de

I’ECso entre le Ganaplacide et la Cabamiquine sur la souche 3D7 sauvage de P. falciparum.

Les parameétres ECso INT12 et ECso INT21 représentent 1’influence croisée de chaque
médicament sur la puissance (ECso) de ’autre. Une valeur INT négative (INT < 0) indique
une synergie (diminution de I’ECso), une valeur proche de zéro traduit une additivité, et

une valeur positive (INT > 0) correspond a un antagonisme (augmentation de 1’ECso)

Paramétre Description Valeur Effet sur ECso Type
estimée d’interaction
(GPDI)
Influence de la Diminution de
EMAX _INT12 | Cabamiquine sur I’ECso I’ECso du Synergie
du Ganaplacide -0.52 Ganaplacide (INT <0)
Influence du Diminution de
EMAX INT21 Ganaplacide sur I’ECso -0.92 I’ECso de la Synergie faible
de la Cabamiquine Cabamiquine (INT <0)
(tableau III)

Chez la souche 3D7 résistante au Ganaplacide (PfCARL), I’interaction a ét¢ modélisée au
niveau du Emax, reflet de la capacit¢ de mise a mort parasitaire. Les valeurs
obtenues, EMAX INT12 = - 0.05 et EMAX INT21 = 0.002 (Tableau VIII), suggerent
une interaction unidirectionnelle asymétrique, la Cabamiquine induit une diminution de I’ECso
du Ganaplacide (INT négatif), traduisant une synergie sur I’efficacité, tandis que le
Ganaplacide n’exerce pratiquement aucun effet sur la Cabamiquine (INT proche de zéro,
additivité) (Tableau VIII). Ce profil indique que, malgré la résistance, la Cabamiquine conserve
sa pleine activité et parvient encore a restaurer I’efficacité du Ganaplacide, bien que le plafond
d’effet global demeure limité par la tolérance parasitaire. Ainsi, la comparaison entre les deux
souches met en évidence une transition d’une synergie bilatérale puissante (souche 3D7
sauvage) vers une synergie unidirectionnelle (souche 3D7 résistante au Ganaplacide) (Tableau
VII et Tableau VIII). Cette évolution refléte une adaptation pharmacodynamique du parasite a
la pression sélective du Ganaplacide dans un contexte de sensibilité, les deux médicaments

cooperent pour renforcer mutuellement leur puissance, alors que dans un contexte de
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résistance, la Cabamiquine agit principalement comme amplificateur pharmacologique,

maintenant la réponse antiparasitaire et restaure 1’effet du Ganaplacide.

Tableau VIII : Parameétres d’interaction pharmacodynamique (INT) liés a la modulation de
I’ECso entre le Ganaplacide et la Cabamiquine sur la souche 3D7 de P. falciparum résistante au

Ganaplacide.

Les paramétres ECso INT12 et ECso INT21 représentent 1’influence croisée de chaque
médicament sur la puissance (ECso) de ’autre. Une valeur INT négative (INT < 0) indique
une synergie (diminution de I’ECso), une valeur proche de zéro traduit une additivité, et

une valeur positive INT > 0 correspond a un antagonisme (augmentation de I’ECso).

Parameétres Description Valeur Effet sur ECso Type
estimée d’interaction
(GPDI)
Influence de Diminution de
EMAX INT12 la Cabamiquine sur -0.05 I’ECso du Synergie
I’ECso du Ganaplacide Ganaplacide (INT <0)
Influence Pas de variation de
EMAX INT21 du Ganaplacide sur 0.002 I’ECso du Additivité
I’ECso de la Cabamiquine (INT=0)
Cabamiquine (tableau 1V)
INT<O0 INT=0 INT>0

Synergie Additivité Antagonisme
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6. Commentaires et discussion

La présente étude a porté sur I'évaluation pharmacodynamique de la Cabamiquine et du
Ganaplacide, en monothérapie puis en combinaison, sur la souche sauvage 3D7 de P.
falciparum ainsi que sur des souches résistantes au Ganaplacide, a I'aide d'un design en damier
(checkerboard), d'une quantification longitudinale temps-effet et d'une modélisation selon le

critere de Bliss.

6.1. Profils pharmacodynamiques en monothérapie

Les résultats en monothérapie ont révélé des profils d'inhibition distincts entre la Cabamiquine
et le Ganaplacide sur la souche sauvage 3D7. La Cabamiquine a présenté une inhibition plus
précoce avec des valeurs d'ECso plus faibles, tandis que le Ganaplacide a montré une inhibition
plus progressive avec des ECso plus élevées, évocatrice d'un effet principalement cytostatique
a ce stade.

Ces résultats concernant la Cabamiquine sont comparables a ceux rapportés par (Maiga et al.,
2024)(170), qui ont décrit une activité antiparasitaire robuste de cette molécule en
monothérapie sur les stades asexués sanguins. Concernant le Ganaplacide (KAF156), les
résultats obtenus sont cohérents avec les profils décrits dans la littérature pour cette molécule
de la classe des imidazolopipérazines, rapportée comme active sur plusieurs stades parasitaires
mais présentant une cinétique d'action plus lente sur les stades sanguins asexués(167). Ces
observations confirment que les deux composés présentent des propriétés

pharmacodynamiques distinctes et complémentaires, justifiant leur évaluation en association.

6.2. Interaction pharmacodynamique sur la souche sauvage 3D7

Sur la souche sensible 3D7, la combinaison Ganaplacide-Cabamiquine a induit une synergie
bilatérale, traduisant une coopération réciproque entre les deux agents (Tableau III, Tableau
VII, Figure 10 et Figure 11). Modélisée selon le principe d'indépendance de Bliss.

Modélisée selon le principe d’indépendance de Bliss(192,193), cette interaction a produit des
cinétiques de réduction de viabilité plus rapides et plus marquées que prévu par le modele
additif, sans aucun signe d'antagonisme.

A notre connaissance, aucune étude antérieure n'a documenté cette synergie bilatérale au stade
sanguin asexu¢ de P. falciparum pour cette association spécifique. Cette interaction
s'expliquerait par le fait que les deux composés ciblent des niveaux différents d'une méme voie
métabolique : la Cabamiquine inhibe la synthése protéique via PfeEF2(194), ), tandis que le
Ganaplacide perturbe le transport intracellulaire des protéines(153,158). Ainsi, la réduction de

la production de nouvelles protéines par la Cabamiquine diminue la quantité de Ganaplacide
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nécessaire pour exercer un effet, abaissant son ECso de 22,2 nM en monothérapie (Tableau III).
En retour, le Ganaplacide compense la latence d'action de la Cabamiquine, dont l'effet est
différé en raison des protéines préexistantes dans le parasite. Ces mécanismes complémentaires

expliquent la nature bilatérale de la synergie observée.

6.3. Potentialisation unidirectionnelle sur les souches résistantes au Ganaplacide

Sur les souches résistantes au Ganaplacide, la combinaison a produit un profil d'interaction
différent de celui observé chez les souches sauvages 3D7. Une réduction marquée de I'ECso du
Ganaplacide a été constatée en présence de Cabamiquine (Tableau V, Tableau VIII, Figure 15
et Figure 16), alors que I'ECso de 1la Cabamiquine est demeurée stable. Cette asymétrie traduit
un réle de facilitateur ou de perpétrateur de la Cabamiquine(191), constituant ainsi une
potentialisation unidirectionnelle.

Il est a noter qu'en monothérapie, une concentration de Ganaplacide supérieure ou égale a 100
nM était nécessaire pour obtenir des effets partiels sur les souches résistantes au Ganaplacide,
contre 22,2 nM sur les souches sensibles 3D7 (Tableau III). La coadministration avec la
Cabamiquine a permis de ramener cette valeur a un niveau sensiblement inférieur (Tableau V).
Cette translation pharmacodynamique suggere que la Cabamiquine, en agissant en amont ou
en parallele via 'inhibition de PfeEF2, génére un stress cellulaire qui rend le parasite résistant
plus vulnérable a l'action du Ganaplacide sur le trafic intracellulaire ou les nouvelles voies de
perméation. Des résultats comparables ont été obtenus par (Maiga et al., 2024)(170) dans une
¢tude menée au Mali, qui ont décrit une potentialisation de la Pyronaridine sur des souches
résistantes a la Cabamiquine, confirmant la capacité de cette molécule a restaurer ou amplifier

l'activité d'un partenaire antipaludique dans un contexte de résistance.

6.4. Comparaison avec les données disponibles dans la littérature
A ce jour, la seule étude recensée portant sur cette association thérapeutique a été conduite sur
la phase hépatique de P. berghei(21). Cette étude, utilisant des méthodologies comparables —
isobologramme, design en damier et modé¢lisation pharmacodynamique longitudinale avec
Bliss comme critére d'additivité — n'a mis en évidence ni synergie ni antagonisme, les profils
de clairance observeés étant compatibles avec une additivité simple(21).
Nos résultats au stade sanguin de P. falciparum différent donc de ceux rapportés au stade
hépatique de P. berghei. Cette différence pourrait s'expliquer par plusieurs facteurs(195).
Premiérement, I'environnement cellulaire (hépatocytes versus érythrocytes)(95,196,197), la
cinétique d'invasion parasitaire et les systemes de mesure différent entre les deux modeles, ce

qui influence la nature et l'intensité des interactions médicamenteuses. Deuxiemement, les
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profils pharmacodynamiques des deux composés varient selon le stade(198): au stade
hépatique, I'ECso du Ganaplacide est nettement plus élevée (= 371 nM) que celle de la
Cabamiquine (= 3,6 nM), traduisant un déséquilibre de puissance prononcé. Au stade sanguin,
bien que cet écart persiste (= 22,2 nM pour le Ganaplacide contre =~ 3,46 nM pour la
Cabamiquine), il est considérablement réduit, ce qui pourrait favoriser une interaction
pharmacodynamique plus équilibrée et détectable. Par ailleurs, les pentes des courbes dose-
réponse (parametre de Hill) différent entre les deux stades, ce qui peut modifier la forme des
isoboles et atténuer visuellement une synergie existante selon la plage de concentration

considérée.

6.5. Pertinence clinique et implications thérapeutiques

Les deux composés évalués dans cette étude font I'objet d'un développement clinique avancé.
Le Ganaplacide est actuellement en phase III d'évaluation, notamment en association avec la
Luméfantrine-SDF(162), avec pour objectif de combiner une action rapide a une longue demi-
vie afin de prévenir les recrudescences. Des études CHMI (controlled human malaria infection)
ont par ailleurs document¢ une efficacité prophylactique de cette molécule (179). De son c6té,
la Cabamiquine a démontré une efficacité remarquable dans des études CHMI, avec une
protection causale compléte dés 100 mg et une clairance totale de la parasitémie a 800 mg,
confirmant son potentiel en monothérapie a forte dose.

Ces résultats, associés aux données de (Maiga et al., 2024)(170), montrant une synergie entre
la Cabamiquine et la Pyronaridine sur des souches résistantes a la Cabamiquine, permettent de
considérer cette molécule comme un partenaire de combinaison particulierement pertinent. En
abaissant l'aire d'exposition sous-inhibitrice du partenaire, la Cabamiquine pourrait freiner la
pression de sélection et ralentir I'émergence de résistances cliniques. Inversement, 1'adjonction
d'un partenaire a clairance rapide pourrait réduire la probabilité¢ de sélection de mutations

PfeEF?2 sous exposition a la Cabamiquine.

6.6. Limites de 1'étude
Cette étude présente plusieurs limites. Le nombre restreint de souches résistantes testées limite
la puissance statistique pour confirmer l'unidirectionnalit¢ de l'interaction observée. Par
ailleurs, I'effet de la combinaison sur des parasites résistants a la Cabamiquine n'a pas encore
été exploré. Les isolats cliniques de terrain n'ont pas été inclus dans cette analyse, pas plus que
les stades gamétocytaires ou les especes plasmodiales non-falciparum, ce qui restreint la portée

translationnelle des résultats obtenus.
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7. Conclusion et recommandations

7.1. Conclusion
Cette ¢étude offre une analyse mécanistique approfondie des interactions médicamenteuses
entre la Cabamiquine et le Ganaplacide, et souligne leur complémentarité stratégique dans le
traitement du paludisme. La Cabamiquine s’affirme comme un agent clé de restauration de
sensibilité dans les contextes de tolérance ou de résistance, tandis que le Ganaplacide conserve
un role central en tant que partenaire a action rapide. L’intégration de ces deux composés dans
une stratégie combinée apparait ainsi comme une option thérapeutique prometteuse, tant pour
les souches sensibles que pour les souches résistantes de P. falciparum.

7.2. Recommandations

Au regard de nos résultats, nous formulons les recommandations suivantes :

Poursuivre cette étude de la combinaison en incluant le recrudescent de la Cabamiquine et les

isolats de terrain.

Mener in-vivo sur des modéles animaux et chez I’homme, des études évaluant I’activité de la

combinaison Ganaplacide-Cabamiquine sur le P. falciparum.

Poursuivre les investigations mécanistiques afin de comprendre les bases moléculaires de la

synergie observée dans cette étude.
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9. Annexes

Matériels et consommables

[a—

Flacon T25 (430372 Bouchon style phénolique)
Centrifugeuse (GT1R Centrifugeuse Fisher Brand, Cust ref : 15868722)
Incubateur (Fisher Brand, version softwar 50111927-E)
Gaz mixte (Air Liquide UK Limited, FDS N° 6505)
Congélateur (SAMSUNG RT46K6331SP/MA) 4 °C et 80 °C
Pipette sérologique 1 mL, 5 mL et 10 mL (TD-EX 20°C NON PYROGENIQUE)
Falcon Tube de 15 mL et 50 mL (Deltalab s.108191 Rubi (BCH) Espagne
Aspirateur (INTEGRA VACUSAFE)
Microscope (Carl Zeiss, Axio Lab.A1 430037-9010-000

. Lames de microscope 50 PCS (FROSTED)

. Hotte de laboratoire (TELSTAR Bio-II-A)

Tube CryoPure 1 (réf 72 379)

. Embouts de barriére a filtre 10u, 200 pL et 1000 uL (Genesee Scientific : 800.789.5550)

A e A o B

I e
A~ W DO = O

Essuie-tout
— Alcool 70°C
15. Eau de Javel
16. Blouse

Préparation des marqueurs (colorants)

Deux marqueurs utilisés,

¢ SYBR Green (SG)

Il a la capacité de se fixer sur les acides nucléiques.

— Ajoutez 2,5 pl de SYBR Green 10.000X dans 497,5 pul de solution 1X HBSS pour obtenir
une solution 50X de SYBR Green.

— Préparer des aliquotes de 20 pl dans des tubes a centrifuger de 1,5 ml et conserver a - 20 °
C (a cette température la solution peut étre conservée pendant 6 mois maximum)

% MitoTracker (MT)

Colore la mitochondrie et se fixe sur les cellules en activité.

— Ajoutez 92 pul de DMSO a un tube de MT (fourni sous forme de poudre lyophilisée a 50 pg)

pour obtenir un résultat de 1 mM.
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Faire une solution de 1 mM MT.

Conserver a -20 ° C pendant 6 mois maximum.

Ajouter 6 pul de solution de MT 1 mM a 794 ul de solution 1X HBSS pour obtenir une
solution de MT de 7,5 uM.

— Préparer des aliquotes de 20 ul dans des tubes a centrifuger de 1,5 ml.

Conserver a -20 ° C pendant 6 mois maximum.
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Résumé de la thése
Introduction

Le paludisme demeure un probléme de santé publique majeur, aggravé par 1’émergence de
souches de P. falciparum résistantes aux traitements classiques. La résistance aux médicaments
antipaludiques constitue un probléme important de controle et d’éradication du paludisme. Elle
justifie I’accélération des programmes de recherche afin de découvrir de nouvelles molécules
antipaludiques. L’utilisation des médicaments en monothérapie est un autre facteur aggravant
la résistance aux antipaludiques. Cette situation souligne 1’urgence de développer de nouveaux
antipaludiques présentant des mécanismes d’action innovants et une efficacité a large spectre.
Les travaux de recherche de Merck ont permis la découverte de la Cabamiquine. Quant a elle,
est un inhibiteur sélectif du facteur d’élongation 2 du parasite (PfeEF?2), bloquant la synthése
protéique essentielle a la prolifération de Plasmodium. D’autres travaux ont montré de Novartis
ont permis la découverte du Ganaplacide, appartenant a la classe des imidazolopipérazines, agit
sur les stades hépatiques et asexués sanguins de P. falciparum en interférant avec le trafic
vésiculaire et les fonctions du réticulum endoplasmique, perturbant ainsi la croissance et la
survie du parasite. L’objectif de cette étude était d’évaluer I’activité in-vitro de la combinaison
du ganaplacide et de la cabamiquine sur des souches résistantes ainsi que sur la souche 3D7,
afin de caractériser leurs interactions pharmacodynamiques et leur potentiel thérapeutique. La
combinaison de ces deux mécanismes d’action indépendants et complémentaires confére a
I’association Ganaplacide—Cabamiquine un fort potentiel thérapeutique, capable d’améliorer

I’efficacité antiparasitaire tout en réduisant le risque d’émergence de résistances.
Résultats

Les résultats de cette étude mettent en évidence une interaction pharmacodynamique
différenci¢e entre la Cabamiquine et le Ganaplacide selon le profil de sensibilité de P.
falciparum. 1’évaluation in-vitro a été réalisée a 1’aide d’un design checkerboard et d’une
modélisation selon le principe d’indépendance de Bliss, permettant de quantifier la nature et
I’intensité des interactions. Chez la souche sensible 3D7, la combinaison a induit une synergie
bilatérale, marquée par une amélioration de la puissance des deux composés : I’ECso du
Ganaplacide a diminu¢ de 22,2 nM a 19,6 nM (—11,7 %) et celle de la Cabamiquine de 3,46
nM a 1,92 nM (44,5 %). L’analyse temporelle a montré une amplification progressive de
I’effet combiné : a 24 h, une activité modérée est observée a des concentrations proches des

ECso, tandis qu’a 48 h et 72 h, la synergie devient marquée avec prés de 50 % de mortalité
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obtenue a 3 nM de Cabamiquine + 22 nM de Ganaplacide, et > 80 % a des concentrations plus
¢levées (Cabamiquine 5—6 nM, Ganaplacide 50-100 nM). Chez les souches résistantes au
Ganaplacide, la Cabamiquine a exercé une potentialisation unidirectionnelle, réduisant I’ECso
du Ganaplacide (> 100 nM en monothérapie) sans modifier sa propre efficacité, confirmant son
role de facilitateur d’action. Ces interactions, dépourvues d’antagonisme, traduisent une
complémentarité mécanistique entre I’inhibition de la synthése protéique (Cabamiquine) et la
perturbation du transport intracellulaire (Ganaplacide). Ainsi, cette étude démontre que la
combinaison Ganaplacide—Cabamiquine permet de réduire 1’exposition nécessaire pour obtenir
un effet antiparasitaire, tout en soutenant 1’intérét de la Cabamiquine comme partenaire de
choix pour restaurer ’efficacité des antipaludiques face aux souches résistantes de P

falciparum.
Conclusion

En conclusion, cette étude offre une analyse mécanistique approfondie des interactions
médicamenteuses entre la Cabamiquine et le Ganaplacide, et souligne leur complémentarité
stratégique dans le traitement du paludisme. La Cabamiquine s’affirme comme un agent clé de
restauration de sensibilité dans les contextes de tolérance ou de résistance, tandis que le
Ganaplacide conserve un role central en tant que partenaire a action rapide. L’intégration de
ces deux composés dans une stratégie combinée apparait ainsi comme une option thérapeutique

prometteuse, tant pour les souches sensibles que pour les souches résistantes de P. falciparum.

Mots clé : Plasmodium falciparum, Ganaplacide/Cabamiquine, Activité in-vitro, Résistance

aux antipaludiques, Synergie médicamenteuse.
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Thesis abstract

Introduction

Malaria remains a major global public health challenge, further exacerbated by the emergence
and spread of Plasmodium falciparum strains resistant to conventional antimalarial therapies.
Antimalarial drug resistance represents a significant obstacle to malaria control and eradication
efforts and underscores the urgent need to accelerate research programs aimed at identifying
novel antimalarial compounds. The widespread use of antimalarial drugs as monotherapies has
also contributed to the emergence and dissemination of resistant parasite strains. This situation
highlights the critical need for the development of new antimalarial agents with novel

mechanisms of action and broad-spectrum activity.

Research efforts by Merck led to the discovery of Cabamiquine, a selective inhibitor of the P,
falciparum elongation factor 2 (PfeEF2), which inhibits protein synthesis essential for parasite
growth and replication. In parallel, studies conducted by Novartis resulted in the identification
of Ganaplacide, a member of the imidazolopiperazine class, which demonstrates activity
against both hepatic and asexual blood stages of P falciparum. Ganaplacide exerts its
antiplasmodial activity by disrupting vesicular trafficking pathways and endoplasmic reticulum

functions, thereby impairing parasite development and survival.

The objective of the present study was to evaluate the in vitro antiplasmodial activity of the
Ganaplacide—Cabamiquine combination against resistant P. falciparum strains as well as the
reference 3D7 strain, in order to characterize their pharmacodynamic interactions and assess
their therapeutic potential. The combination of these two independent and complementary
mechanisms of action confers significant therapeutic promise to the Ganaplacide—Cabamiquine
combination, with the potential to enhance antiplasmodial efficacy while mitigating the risk of

resistance emergence.

Results

The study showed different pharmacodynamic interactions between Cabamiquine and
Ganaplacide depending on the sensitivity profile of P. falciparum. In vitro tests were performed
using a checkerboard design and Bliss independence modeling to quantify the type and strength
of the interactions. In the sensitive 3D7 strain, the combination produced bilateral synergy,
improving the potency of both compounds: the ECso of Ganaplacide decreased from 22.2 nM
to 19.6 nM (—11.7%), and that of Cabamiquine from 3.46 nM to 1.92 nM (—44.5%). Over time,

the combined effect increased: at 24 hours, moderate activity was observed near ECso
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concentrations, while at 48 and 72 hours, strong synergy appeared, with about 50% parasite
mortality at 3 nM Cabamiquine + 22 nM Ganaplacide, and >80% at higher concentrations
(Cabamiquine 5-6 nM, Ganaplacide 50-100 nM). In Ganaplacide-resistant strains,
Cabamiquine showed a unidirectional potentiation by reducing Ganaplacide’s ECso (=100 nM
in monotherapy) without affecting its own activity, confirming its role as an enhancer. No
antagonism was observed, indicating a true mechanistic complementarity between inhibition
of protein synthesis (Cabamiquine) and disruption of intracellular transport (Ganaplacide).
These results demonstrate that the Ganaplacide—Cabamiquine combination reduces the drug
exposure needed for effective parasite killing and supports the use of cabamiquine as a partner
to restore antimalarial activity  against resistant P falciparum  strains.
Conclusion

This study provides a detailed analysis of the pharmacodynamic interactions between
Cabamiquine and Ganaplacide and highlights their strategic complementarity in malaria
treatment. Cabamiquine acts as a key agent for restoring sensitivity in resistant or tolerant
strains, while Ganaplacide remains an important fast-acting partner. Their combination
represents a promising therapeutic approach against both sensitive and resistant P. falciparum
strains.

Key words: Plasmodium falciparum, Ganaplacide, Cabamiquine, In vitro Activity,

Antimalarial Resistance, Drug Synergy
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