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Avant-propos

Les plantes ont toujours eté utilisées en médecine, sous forme entiéres ou non, sous
forme de poudres, en décoction ou apres extraction de molécules actives présentes dans ces
plantes.

Dans le cas du paludisme, le premier traitement a été la quinine, provenant de 1’écorce de
quinquina. Utilisée de maniére empirique dés le XVII°™ siécle sous forme de décoction de
poudre d’écorce, la quinine a par la suite été administrée sous forme purifiée dans le but
d’améliorer la qualité et le contrdle du traitement. L’apparition de résistances a nécessité la
recherche de nouvelles molécules et a conduit a la découverte de 1’artémisinine, issue
d’Artemisia annua, une plante utilisée en médecine traditionnelle en Asie et en Afrique.
Actuellement, les traitements de premiére intention dans les infections graves a P. falciparum,
les ACTs, sont composés de dérivés synthétisés chimiquement a partir de 1’artémisinine, mais
des résistances apparaissent d’ores et déja en Asie du Sud Est.

L histoire se répéte, posant alors la question de savoir si les médecines traditionnelles
pourraient étre associées ou représenter une alternative aux traitements pharmaceutiques
actuels.

Mettre en commun les connaissances et les pratiques de la médecine traditionnelle et de la
médecine moderne présenterait plusieurs avantages, comme de permettre la découverte de
nouvelles molécules et de modifier pour les thérapeutes, traditionnels ou non, les approches et
la prise en charge de la pathologie, tout en augmentant les contréles sur la seécurité et I’efficacité
des thérapies traditionnelles.

Une telle collaboration supposerait donc de reconnaitre la médecine traditionnelle et les tradi-
thérapeutes comme des partenaires face aux difficultés posées par I’apparition des résistances
aux traitements. L’impact s’évaluerait alors en termes de santé publique mais aussi économique,
en permettant aux populations les plus pauvres d’accéder a des traitements fiables par des

thérapeutes locaux.



I. Le paludisme

Le paludisme est une maladie infectieuse (protozoose) causée par un parasite du genre

Plasmodium et transmise par les moustiques femelles du genre Anopheles. Selon les
données de I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) le paludisme serait responsable de
la mort de prés de 500 000 personnes par an dans le monde et prés de la moitié de la
population mondiale serait a risque pour cette maladie infectieuse®. Si des traitements
existent, leur efficacité est limitée en raison de la capacité particulierement élevée du
parasite & modifier son génome et a acquérir un phénotype résistant aux drogues?.
L’enjeu actuel de santé publique est donc de parvenir a isoler de nouvelles molécules afin
de proposer des thérapies plus efficaces. Pour ce faire, une méthode consiste a se baser sur
le savoir-faire ancestral des tradi-thérapeutes et leur connaissance de la flore locale, pour
ensuite évaluer les potentialités anti-paludéennes des composés de ces plantes.

1. Histoire du paludisme et des premiers traitements

a. Le paludisme de I’ Antiquité a la découverte du vecteur

Le paludisme, du latin palus qui signifie marécage, est une maladie parasitaire trés
ancienne également appelée malaria de "mal aria" (« mauvais air »), dont on retrouve la
description dans de nombreux documents ou vestiges provenant des continents africain ou
asiatique.

Le papyrus Ebers daté de 1570 ans avant Jésus-Christ (JC) et découvert a Louxor en 1862 décrit
ainsi une pathologie associant fi¢vre et splénomégalie, splénomégalie que 1’on a retrouvée dans
certaines momies égyptiennes vieilles de plus de 5000 ans.

En Inde, deux ouvrages médicaux datant du XVeéme siecle avant JC, le Charaka Sambhita et le
Susruta Samhita, évoquent la théorie selon laquelle les fiévres pourraient étre transmises par les
moustiques. Dans les textes védiques, le paludisme est décrit comme une consequence de la
colére du Dieu Shiva. Dans la mythologie chinoise, quant a elle, le paludisme est représenté par
trois démons, le premier portant un marteau, le second un seau d’eau froide et le troisiéme
attisant un feu. Ces démons symbolisent respectivement les céphalées, la sueur et la fievre,

symptomes typiques de cette maladie.



En Europe, les médecins grecs Hippocrate (460 — 370 avant JC) et Galien (129 — 199 aprés JC),
ou le romain Celsus (25 avant JC —54 apres JC) ont décrit a leur tour des fievres " tierces " ou
" quartes " mortelles, contractées a la fin de 1’été et a proximité de zones marécageuses®. La
preuve scientifique directe de la présence du paludisme dans la Rome impériale a été apportée
en 2016 par les travaux du Pr H. Poinar qui a recherché des traces du parasite dans I’ADN
mitochondrial issu de la pulpe dentaire de 58 squelettes adultes. Les prélévements ont été
effectués dans la nécropole d’Isola Sacra (1°" au 111°™ siécle aprés JC), proche de I'ancien port
de Rome et dans les cimetiéres de Velia (1* au 11°™ siécle aprés JC), petite ville portuaire du sud-
ouest de I'ltalie et de Vagnari (1% au IV®™ siécle aprés JC), cité rurale située a 350 km au sud-est
de Rome. Les résultats obtenus ont mis en évidence la présence de Plasmodium falciparum chez
deux individus, I’un de Velia, I’autre de Vagnari.

La découverte du parasite responsable de la pathologie ne se fera qu’en 1880, par le médecin
militaire francais Alphonse Laveran qui recevra pour ses travaux le prix Nobel de médecine en
1907° (Figure 1). En 1895 le britannique Ronald Ross, médecin bactériologiste dans I’armée
des Indes, découvre que 1’anophéle est le vecteur du paludisme chez les oiseaux. Il obtiendra

pour ces travaux le prix Nobel de médecine en 1902° (Figure 1).

Figure 1 : Charles-Louis-Alphonse Laveran et Ronald Ross
(nlm.nih.gov Wikimedia commons et wellcomecollection.org)

b. Laquinine, le premier traitement contre le paludisme

Il faudra attendre le X\V/11°™ siécle pour voir apparaitre un premier traitement, la quinine.
C’est Juan Lopez, un jésuite installé au Pérou, qui, s’ inspirant de la médecine traditionnelle des
indiens, aurait le premier préparé et utilisé de la poudre d’écorce de quinquina en décoction
pour soigner des fievres intermittentes. La poudre brute produite a partir de 1’écorce de
quinquina est longtemps restée la seule proposition thérapeutique. Elle est riche en composés
phénoliques, acides organiques (acide quinique), saponosides a génine triterpénique
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dicarboxylique, et I’effet thérapeutique obtenu a 1’époque s’explique aujourd’hui par le fait que
la quinine, en particulier, est active sur le cycle intra-érythrocytaire du parasite (Cf. § 1.4.a).
On rapporte qu’en France, une épidémie de paludisme a sévi au début du XIX®™ siécle au
moment de la construction du canal Saint Martin. La poudre d’écorce de quinquina a alors été
largement utilisée pour traiter ces nombreux cas®. En 1820, Pelletier et Caventou deux
pharmaciens francais transforment et purifient la poudre d’écorce de quinquina de maniere a
produire un médicament qui conserve les effets thérapeutiques mais remédie aux effets
aléatoires de I’utilisation de la poudre brute.

Au cours de la seconde guerre mondiale, la quinine et les premiers antipaludéens de synthese,

dont la chloroquine, auront une place de choix pour traiter les malades atteints du paludisme.

c. De la médecine traditionnelle a la découverte de 1’artémisinine

Deux siecles avant notre ere, la pharmacopée traditionnelle chinoise préconisait
Iutilisation d’extraits de Qinghao (Artemisia annua) pour traiter les figvres®.
Mais c’est pendant la guerre du Vietnam (1955-1975) qu’ont pu étre mis en évidence
scientifiguement les effets anti-paludéens de I’artémisinine. Pendant cette période, les soldats -
américains comme vietnamiens- traités par chloroquine mourraient du paludisme en raison de
la survenue de résistances. L’industrie pharmaceutique américaine se lance alors dans la
recherche et la mise au point de nouveaux traitements conduisant au développement de la
méfloquine ou I’halofantrine. Si certaines de ces molécules sont toujours utilisées aujourd’hui,
d’autres ont entrainé de nouvelles résistances avant méme leur mise sur le marché. Nous verrons
cependant que ces molécules restent utilisées dans certains protocoles thérapeutiques.
De son c6té, le 23 mai 1967, Mao Tse Dong organise une premiére réunion a Pékin dans le but
de trouver de nouveaux traitements pour faire face aux résistances. Le projet 523 (pour 23 Mai)
regroupe 500 scientifiques, médecins, phytochimistes et pharmacologues sous la direction du
Dr Youyou Tu qui recevra pour ces travaux le prix Nobel de médecine en 2015. Pendant 14
ans, apres avoir mené des enquétes ethnopharmacologiques auprés de tradi-thérapeutes, ils vont
cribler plus de 40 000 produits de synthese et substances issues de plantes utilisées dans la
médecine traditionnelle chinoise. 2000 préparations traditionnelles seront répertoriées et 10%
d’entre elles ainsi que 380 extraits de plantes seront testés in vivo sur des modéles murins. Les
recherches n’ont pas été probantes jusqu’a I’analyse d’un extrait de Qinghao, nom chinois
d’Artemisia annua. Devant les difficultés rencontrées pour obtenir des résultats reproductibles,

I’équipe s’inspire d’un manuscrit datant de la Dynastie Jin écrit par Ge Hong (284-346) intitulé



« Des formules d’urgence a garder a portée de main ». Dans cet ouvrage, est décrite la maniére
de préparer un extrait de Qinghao : « infuser une poignée de Qinghao dans 2 litres d’cau, essorer
la plante et boire le liquide dans sa totalité ». Cette découverte améne Youyou Tu a modifier sa
méthode d’extraction par ébullition, probablement responsable de la destruction d’une partie
des principes actifs de la plante, et a s’orienter vers une extraction a plus basse température. Ce
n’est que le 4 octobre 1971, soit quatre ans apres le début du projet, qu’un extrait non toxique
est isolé. 1l présente une efficacité de 100% dans le modele murin déja utilisé mais également
chez un singe infecté par Plasmodium cynomolgi. Aprés s’étre assurés de 1’innocuité de 1’extrait
en le testant sur eux-mémes et sur la foi des documents historiques, les scientifiques décident
de réaliser des essais sur 21 patients atteints de paludisme. lls sélectionnent des patients vivant
dans la province du Hainan, ou sévit une forme de paludisme a Plasmodium falciparum résistant
a la chloroquine. Chez les patients traités par 1’extrait de Qinghao, on observe une ¢limination
fulgurante du parasite contrairement au groupe témoin traité par chloroquine’.

Par la suite, I’artémisinine est purifiée puis de nombreux dérivés sont synthétisés. Ces

molécules restent aujourd’hui les plus utilisées dans le traitement du paludisme.

2. Epidémiologie

Le paludisme constitue la premiére endémie parasitaire mondiale, avec de graves effets
chez les sujets fragiles tels que les enfants ou les femmes enceintes. En 2017, ’OMS estimait
I’incidence a 219 millions de cas et la mortalité a 455 000 déces. Ces chiffres sont Iégérement
en baisse par rapport @ 2010 ou I’on estimait I’incidence a 239 millions et la mortalité &4 607 000
décés dans le monde!. On estime a 40% la population mondiale y étant exposée et a 91 le
nombre de pays a risque. La répartition des cas en fonction de la gravité ou du nombre n’est
pas uniforme dans le monde. Ainsi, la majorité des cas (90%) est issue des zones tropicales
d’Afrique, mais on retrouve aussi ce parasite en Asie et en Amérique latine (Figure 2, page 6).
En France métropolitaine, les cas de paludisme sont presque toujours observés chez des
personnes de retour de zones endémiques®l®. Cette maladie doit étre déclarée

systématiquement aux autorités de santé.



@ Risque élevé ¢ Risque faible Aucun risque

€ Risque moyen Tres faible risque

Figure 2 : Risque statistique de contamination a Plasmodium falciparum au cours d’un séjour de moins d’un
mois, CHU de Rouen (Wikimedia Commons)

3. Le vecteur

Ce sont donc les travaux de Ronald Ross en 1895 qui permettent de définir 1’anophele
comme le vecteur de la pathologie. L anophele est un insecte de la famille des Culicidae et du
genre Anopheles (Figure 3). Seule la femelle, qui est hématophage, peut transmettre le parasite.
Son activité est vespérale, elle débute au coucher du soleil et est prépondérante entre 23h et 6h
du matin. Sa durée de vie a I’age adulte est d’environ 2 mois °. La transmission s’effectue lors

d’un repas sanguin indispensable au développement de ses ceufs.

Figure 3 : Anopheles stephensi au cours d’un repas de sang d'un héte humain (Bibliothéque d’image de santé
publique-Wikimedia Commons)



4. L’agent pathogéne (Plasmodium sp.)

Le parasite responsable du paludisme est un protozoaire faisant partie de
I’embranchement des Apicomplexa. Son développement se réalise selon un cycle hétéroxéne,
c’est-a-dire que la phase sexuée, ou sporogonie, se déroule chez 1’anophéle femelle et la phase
asexuée, ou schizogonie, se déroule chez un hote vertébré (Figure 4, page 8). Chez I’hote, le
cycle est divisé en deux phases, le cycle exo-érythrocytaire qui a lieu dans le foie et le cycle
érythrocytaire qui a lieu dans les érythrocytes®*.

a. La phase asexuée (schizogonie) :

Le cycle exo-érythrocytaire :

La femelle anophéle pique son hote au niveau d’un capillaire et injecte sa salive
contenant des sporozoites. Ces sporozoites migrent jusqu’au foie ou ils infectent les
hépatocytes. Dans les cellules hépatiques, il y a formation de schizontes (formes multinucléées)
qui apreés quelques jours de maturation vont finir par se rompre libérant des mérozoites dans la
circulation sanguine (Figure 4, page 8).

Chez P. ovale et P. vivax, la schizogonie peut étre retardée par la transformation des sporozoites
en hypnozoites (phase de latence) expliquant chez ces deux especes des reviviscences tardives.

Cette phase hypnozoite n’est pas observée chez les autres espéces™®.

Le cycle érythrocytaire :

Les mérozoites infectent les érythrocytes donnant des trophozoites immatures en forme
d’anneaux. Ces trophozoites vont ensuite maturer, former de nouveaux schizontes qui vont a
nouveau se rompre en détruisant les globules rouges et en infestant de nouveaux érythrocytes.
Cette partie du cycle est responsable des symptémes cliniques du paludisme. Tous les
schizontes érythrocytaires se synchronisent et arrivent & maturité au méme moment. Leur
rupture simultanée est responsable des pics fébriles ; d’une fievre tierce correspondant a des
cycles de 48 heures ou d’une fievre quarte correspondant a des cycles de 72 heures. Apres
plusieurs cycles certains schizontes vont devenir des gamétocytes qui pourront étre ingérés lors

d’un prochain repas sanguin®! (Figure 4, page 8).



b. La phase sexuée (sporogonie)

Les gamétocytes sont ingérés par I’anophéle femelle lors d’un repas sanguin chez un hote
infecté et évoluent en gametes méles et femelles. Ces gameétes vont alors fusionner formant un
ceuf nommé ookynéte. L’ookynéte se fixe a la paroi externe de 1’estomac du vecteur et devient
un oocyste. Dans cet oocyste vont se développer des sporozoites et lors de la rupture de
I’oocyste, les sporozoites vont migrer vers les glandes salivaires de la femelle anophéle. IIs sont
alors préts pour étre transmis a un hote vertébré au cours d’un futur repas sanguin!

La phase de sporogonie varie en fonction des espéces et des conditions climatiques entre 10 et
20 jours.
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Figure 4 : Cycle de reproduction de Plasmodium (dpd.cdc.gov Wikimedia Commons)



5. Les différentes espéces de Plasmodium responsables du paludisme chez ’Homme

Chez I’homme, cing espéces de Plasmodium sont a I’origine du paludisme.

a. Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum est 1’espece la plus largement répandue dans le monde et a
I’origine de la majorité des décés (Figure 5).
C’est également I’espece qui présente I’incubation la plus courte, variant de 7 a 12 jours, ce qui

permet lors des interrogatoires des patients d’orienter le diagnostic'?.

Figure 5 : Répartition géographique du paludisme & Plasmodium falciparum (Campus de Parasitologie
Mycologie ANOFEL)

Dans les régions équatoriales, sa transmission a lieu tout au long de I’année avec des
pics saisonniers alors que dans les zones tropicales, il est principalement transmis au cours des
périodes chaudes et humides. La transmission ne se fait pas lorsque les températures sont
inférieures a 18°C (Figure 6, page 10)*2.



4 Toute l'année ¢ Du 4° au 2° trimestre inclus
Du 2° au 4° trimestre inclus Pas de paludisme a P. falciparum

Figure 6 : Transmission du paludisme a P. falciparum en fonction de la période de I’année, CHU Rouen-
(Wikimedia Commons)

Sur le plan clinique, lors d’une infection par P. falciparum, toutes les 48 heures environ
survient la rupture des schizontes entrainant les pics de fievre. L’accés pernicieux (Ou acces
palustre) apparait généralement dans les 2 mois suivant le retour de zone endémique et dans un
maximum d’un an apres le retour. C’est pour cela que toute fievre survenant dans I’année
suivant le retour d’une zone d’endémie doit orienter vers un paludisme.

Cette forme de Plasmodium est responsable des formes cliniques graves et notamment du

neuro-paludisme. Ictére et splénomégalie sont souvent associés a la fievre cyclique.

b. Plasmodium vivax

Cette espece sévit principalement en Amérique du Sud et en Asie (Figure 7, page 11).
La période d’incubation de P. vivax varie de 7 a 15 jours avec des reviviscences possibles au

cours des 4 années suivant ’infection®?.
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Figure 7 : Répartition géographique du paludisme a Plasmodium vivax (Campus de Parasitologie Mycologie
ANOFEL)

La transmission par 1’anophéle ne peut avoir lieu en général qu’a partir de 15°C 2. Une
infection par P. vivax cause chez ’Homme des symptomes bénins caractérisés par une fiévre
tierce correspondant a un cycle de 48h.

Dans certaines régions, des patients possedent un groupe sanguin Duffy négatif, correspondant
a des érythrocytes ne présentant pas les récepteurs membranaires nécessaires a 1’infection a P.

vivax, par conséquent, ces patients ne peuvent déclencher un paludisme a P. vivax.

¢. Plasmodium ovale

P. ovale est retrouvé principalement en Afrique intertropicale du centre et de 1’ouest
(Figure 8, page 12).
L’incubation lors d’une infection par P. ovale est de 15 jours au minimum et des cas de

reviviscence peuvent apparaitre dans les 5 ans suivant 1’infection.
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Figure 8 : Répartition géographique du paludisme a Plasmodium ovale (Campus de Parasitologie Mycologie
ANOFEL)

P. ovale entraine lui aussi une fiévre tierce bénigne (cycles de 48h). On considere qu’il

remplace P. vivax la ou ce dernier ne sevit pas.

d. Plasmodium malariae

P. malariae est principalement endémique de I’Amérique du Sud et de 1’ Asie (Figure 9).
L’incubation dure entre 15 et 21 jours et des cas de reviviscence peuvent apparaitre jusqu’a 20
ans apres le retour de zone endémique.

Il est responsable de la fievre quarte correspondant a des cycles de 72 heures.

Figure 9 : Répartition géographique du paludisme & Plasmodium malariae (Campus de Parasitologie Mycologie
ANOFEL)
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e. Plasmodium knowlesi

P. knowlesi est une espéce de Plasmodium présente en Asie du Sud Est, en zone forestiere
et majoritairement en Malaisie, aux Philippines, a Singapour... et qui infeste les macaques
(Figure 10). Quelques cas de zooanthroponoses ont été décrits depuis 2004 et 15 déces ont été
recensés depuis 2008, Le cycle érythrocytaire de P. knowlesi s’effectue en 24 heures a la

différence de ceux des autres Plasmodium retrouvés chez I’ Homme. La fiévre est quotidienne.

™

/"‘ s

Figure 10 : Répartition géographique du paludisme & Plasmodium knowlesi (Campus de Parasitologie
Mycologie ANOFEL)

6. Diagnostic

En cas de suspicion d’infection par Plasmodium, le diagnostic doit étre posé rapidement.
La mise en évidence du parasite se fait par frottis sanguin a partir d’une goutte €paisse réalisée
en dehors du pic fébrile, c’est le test diagnostic de référence!® (Figure 11, page 14). Il permet
de déterminer si le patient est effectivement infecté par le parasite et, dans le cas ou le diagnostic
est positif, il permet de connaitre I’espéce infestante et d’estimer la parasitémie, ¢’est-a-dire la
concentration du parasite dans le sang. Les résultats doivent étre rendus dans un délai maximum

de deux heures.
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Figure 11 : Plasmodium falciparum au stade anneau dans un frottis sanguin ; Dr. Greene, USCDCP

I1. Chimioprophylaxie et traitements curatifs conventionnels contre le

paludisme

1. Les chimioprophylaxies

a. Principe

La protection contre le paludisme s’effectue a deux niveaux. D’une part, une protection
contre la piqlre d’anoph¢le par des barrieres chimiques (répulsifs) et mécaniques
(moustiquaires, vétements longs en coton...) et d’autre part, une chimioprophylaxie dans les
zones a fort risque d’infection. Ces précautions ne garantissent cependant pas une protection
totale.
La chimioprophylaxie a pour objectif premier de prévenir les infections a Plasmodium
falciparum puisqu’il s’agit de 1’espéce la plus répandue au monde et qui cause la majorité des
cas graves et des déces .
Les molécules utilisées en chimioprophylaxie actuellement ne préviennent pas en totalité les
acces primaires et les formes de reviviscence de Plasmodium vivax et ovale. Pour P. vivax et
ovale, il existe une seule molécule efficace contre la forme latente (hypnozoites), il s’agit de la
primaquine. Cette molécule peut étre prescrite des le premier acces palustre aprés demande
d’autorisation a I’ANSM puisque cette molécule posséde une autorisation temporaire
d’utilisation nominative (ATU nominative)®®.
La méfloquine et la chloroquine ont un effet trés limité contre P. knowlesi et par conséquent,

une chimioprophylaxie lors d’un séjour dans des zones a risque de ce parasite doit tenir compte
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du rapport bénéfice/risque et le voyageur doit en étre informé de maniere eclairée en raison

d’effets secondaires éventuels.

b. Prescription d’une chimioprophyvlaxie

Une chimioprophylaxie n’est pas systématiquement prescrite. Il est nécessaire d’évaluer
le rapport bénéfice/risque de 1’utilisation de celle-ci en fonction de la zone de voyage, des
conditions de vie sur place, du voyageur lui-méme (femme enceinte, enfant, patient
immunodéprimé...).

La zone de voyage

Dans la zone intertropicale de 1’Asie ou de I’Amérique, la transmission du paludisme
n’est pas homogéne. Seules certaines zones sont a risque, généralement éloignées des zones
touristiques et I’espéce majoritairement impliquée est P. vivax. De ce fait, un rapport précis des
lieux qui seront visités est nécessaire. De plus, il est important de connaitre 1’environnement
dans lequel dort le voyageur. Si celui-ci dort en milieu urbain, le risque est moindre que s’il
dort en milieu rural®®.

La saison

De plus, il faut prendre en compte la période a laquelle voyage le sujet. Comme indiqué
précédemment (Cf.§ 1.5), le risque de contamination est plus élevé au cours de la saison des
pluies.

L’altitude

Au-dela de 1 500 métres d’altitude en Afrique et de 2 500 métres d’altitude en Amérique
ou en Asie, le risque de transmission est proche de zéro puisque 1’atmosphere n’est pas adaptée
a la vie de I’anophele™.

La durée du séjour

La majorité des infections a Plasmodium a lieu lors de séjours supérieurs & un mois™>.

c. Schéma de la prophylaxie

Les antipaludéens ne sont delivrés que sur présentation d’une ordonnance et ne sont pas
pris en charge par la sécurité sociale.
Le choix du traitement prophylactique se fait en fonction d’autres critéres. 11 faut tout d’abord
tenir compte de 1’age et du poids du voyageur, car certains traitements prophylactiques peuvent

étre contre-indiqués pour de faibles poids ou des ages extrémes. L’état de santé du patient est

15



aussi un critere majeur, il est par exemple indispensable de s’assurer que le patient ne prend
aucun traitement pouvant créer des interactions avec les antipaludéens.
La majorité des cas de paludisme chez les patients ayant suivi un traitement prophylactique,

reléve d’une mauvaise observance de celui-ci'®.

Pour prévenir un paludisme a Plasmodium falciparum, les traitements recommandés sont
les suivants :

- Atovaquone-Proguanil (Malarone®)

- Doxycycline (Doxypalu®)

- Méfloquine (Lariam®) : molécule souvent moins bien tolérée chez 1’adulte que chez

I’enfant entrainant des effets secondaires nombreux et potentiellement graves.

Ces trois traitements ont une activité équivalente, le choix va dépendre de la tolérance du
voyageur, de ses ressources financieres et de la simplicité d’administration.
L’association chlorogquine-proguanil n’est utilisée que s’il existe des contre-indications aux 3
traitements précédents, et en cas de voyage en Afrique subsaharienne uniquement. Le voyageur
doit étre informé d’une efficacité limitée de cette association®®.
La chloroquine seule est prescrite en cas de voyage en Amérique tropicale, Caraibes ou il
n’existe pas de résistance a cette molécule®.
Tous ces traitements prophylactiques agissent sur la phase érythrocytaire du cycle parasitaire
et doivent donc étre poursuivis plusieurs semaines apres le retour de zone endémique, sauf la
Malarone® qui a une action sur la phase hépatique et qui nécessite une poursuite de traitement

sur une plus courte durée apres le retour.*

2. Les traitements curatifs

Un traitement d’urgence ou traitement dit « de réserve » peut étre prescrit au voyageur.
Il s’agit d’un traitement a prendre au cours du séjour, sans avis médical et de maniere
exceptionnelle, si aucune prise en charge médicale n’est possible dans les 12 heures suivant
I’apparition d’une fiévre!®. La molécule utilisée doit étre différente des traitements chimio-
prophylactiques en cours. Généralement, les molécules utilisées sont des dérivés de
I’artémisinine (artésunate ou artéméther, Figure 25, page 31).
Si le voyage est effectué avec un enfant, il est nécessaire de s’assurer qu’une consultation
médicale est possible dans les 12 heures. Dans de tres rares cas, on prescrit chez I’enfant ce

traitement de réserve.
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Dans le cas d’un diagnostic d’acces palustre grave, le traitement de référence est 1’artésunate
(dérivé de I’artémisinine) en intra-veineuse ou éventuellement la quinine en intra-veineuse si
I’artésunate n’est pas immédiatement disponible. En premiére intention on utilisera un
traitement associant ’artéméther et la luméfantrine et en seconde intention 1’association

atovaquone-proguanil (Figure 12)%,

Infection par Plasmodium

| }

P. ovale, P. vivax, P. malariae P. falciparum
Chloroquine (VO) Absence de signes de gravité Présence de signes de gravité

1é¢ intention
Artéméther-Luméfantrine (VO)
Ou

Arténimol-Pipéraquine (VO)

28me intention
Atovaquone-Proguanil (VO)

3éme intention

Quinine (VO ou IV)

Artésunate (IV)

Figure 12 : Schéma décisionnel du traitement d’une infection par Plasmodium falciparum (Selon le Vidal .fr)
VO = Voie orale ; IV = Voie intraveineuse

Depuis 1994, on utilise I’artémisinine en association (ACTs : Artemisinin Combination
Therapies) pour limiter les résistances cliniques apres l’instauration du traitement par

monothérapie.

De nos jours, cing ACTs sont utilisés. Il s’agit des associations suivantes : Arthéméther
+ Luméfantrine ; Artésunate + Amodiaquine ; Artésunate + Mefloquine ; Artésunate +
Sulfadoxine-pyriméthamine ainsi que Dihydroartémisinine + Pipéraquine *'.
Ces associations ont aussi un objectif pharmacologique, en effet, I’artémisinine et ses dérivés
ont une action trés rapide sur le parasite. La demi-vie plasmatique de I’artémisinine est de
I’ordre d’une a deux heures alors que celle des autres antipaludéens varie de quelques jours a

plusieurs semaines'’. Pour éviter les échecs thérapeutiques et limiter les résistances, il est donc
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nécessaire d’associer ’artémisinine ou ses dérivés avec une molécule dont le mode d’action est

différent et possédant une demi-vie plus longue.

I11. Les résistances aux traitements anti-paludéens

Les premiéres résistances a la chloroquine apparaissent dans les années 50 en Asie et ont
été mises en évidence au cours de la guerre du Vietnam. Elles sont également apparues en
Afrique au cours des trois décennies suivantes. Des résistances a 1’association sulfadoxine-
pyriméthamine sont ensuite survenues dans certaines zones d’endémies puis, plus récemment
ont été rapportées des résistances a la méfloquine dans la péninsule indochinoise et en

Amazoniel8,

La résistance de Plasmodium a I’artémisinine ou ses dérivés est définie par une clairance
parasitaire? retardée, c’est-a-dire une élimination plus lente du parasite, a la suite d’un
traitement par I’artémisinine que ce soit en monothérapie ou en thérapie combinée. Des études
moléculaires ont été menées afin de caractériser les mécanismes d’acquisition de ces
résistances. Elles ont permis de mettre en évidence trois genes principaux chez le parasite :

(i) Le gene pfk13 localisé sur le chromosome 15 code pour la protéine Kelch13 qui présente
des domaines conservés BTB et Kelch-repeat-propeller généralement associés a une activité
E3-ubiquitin-ligase!®. Cette protéine est impliquée dans la régulation de la voie P13Kinase
(PI3K).

(ii) Les génes pfcrt et pfmdrl qui eux codent pour des transporteurs ABC.

Ces trois geénes, lorsqu’ils sont mutés, diminuent la réponse aux traitements comme nous allons

le détailler dans les paragraphes suivants.

1. Mécanisme d’action de la protéine K13 normale et conséquence des mutations

La protéine Kelch13 est indispensable a la croissance de Plasmodium falciparum au
cours de la phase intra-érythrocytaire du parasite. Son réle principal est de réguler la voie de
signalisation PI3Kinase. Dans les cellules, la protéine PI3K induit la phosphorylation du

phosphatidylinositol (P1) et active des cascades de phosphorylation conduisant a la croissance

2 Clairance parasitaire : taux de déclin du parasite chez son hote
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et a la survie cellulaire. Par ailleurs, en se liant a PI3K, Kelch13 régule négativement le taux de

PI3K intracellulaire en induisant sa dégradation par ubiquitination (U)? (Figure 13).

Kelch13
u
PI3K > PI3K  Kelch13 M) Dégradation
u
P > P — Survie cellulaire
\ 4 \ y

Figure 13 : Régulation de la croissance et de la survie cellulaire par la voie PI3K (d’apreés Burrows, 2015)

La protéine PI3K, en phosphorylant le phosphastidylinositol (P1), active la survie cellulaire. La
protéine Kelchl3, par son activité E3-ubiquitin-ligase, régule négativement le taux de PI3K
cellulaire en induisant sa dégradation

La survenue d’une mutation sur le géne pfK13 empéche la protéine Kelch13 d’interagir
avec PI3K. PI3K s’accumule donc dans la cellule et active constitutivement la voie de survie

cellulaire, générant donc une résistance au traitement (Figure 14)%°.

Kelch
3¢

Kelch , .
PI3K Dégradation
PI3K == % g

’ Pl >— Survie cellulaire
o /7

Figure 14 : Conséquences d’une mutation de la protéine Kelchl3 sur les voies de signalisation intracellulaires
(d’apreés Burrows, 2015)

2. Mutations du géne pfK13

On vient de voir que le géne pfK13 est un déterminant majeur des mécanismes de la

survie cellulaire a travers la régulation de la voie PI3K. Des mutations de différentes natures

19



ont été rapportées pour ce géne, elles constituent la base des principaux mecanismes de
résistance a I’artémisinine® (Figure 15, p.21). Ces mutations sont considérées comme des
marqueurs de la résistance a I’artémisinine quand les études cliniques ont prouve la diminution
de I’élimination de Plasmodium et que les essais in vitro ont montré une baisse de la sensibilité
a I’artémisinine sur les souches transfectées avec la mutation. Un cas de clairance lente ou
encore une résistance partielle, peut étre a I’origine du développement d’une résistance totale,
ou encore du développement d’une résistance a une molécule associée a I’artémisinine. Le
risque le plus important est la perte totale d’efficacité du traitement en cas de paludisme grave.
Dans le cas ou une mutation du géne pfK13 est a I’origine d’une diminution de la clairance du
parasite, mais que les essais in vitro ne sont pas concluants, alors cette mutation reste considérée
comme un potentiel marqueur candidat.

Une liste de ces mutations a été établie et est présentée dans le tableau 1.

VALIDATED CANDIDATES/ASSOCIATED

P441L G538V
Ccwen vese
e S
e L
B e e

NS

Tableau 1 : Les mutations validées (en gras) et les mutations potentiellement associées a la résistance mais non
validées in vitro (colonne de droite)

Artemisinin resistance and artemisinin-based combination therapy efficacy, 2018 (Creative Commons)

De nombreux travaux étudient les conséquences des mutations de PfK13 sur la
résistance a I’artémisinine. Ainsi, les analyses de Straimer et al sur des isolats cambodgiens
hautement résistants a I’artémisinine, ont fait ressortir quatre mutations prévalentes Y493H,
R539T, 1543T et C580Y, qui toutes touchent le domaine propeller (Figure 15, page 21). Ces
mutations induisent chez les patients un taux élevé de survie au stade anneau (RSA¢ s) ainsi
qu’une clairance lente (demi-vie > 5 heures). Les effets de ces mutations varient en fonction de
la localisation de la mutation sur le géne®! (Figure 15, page 21).

D’autres études montrent que des mutations peuvent étre retrouvées dans le domaine propeller
sans induire de résistance car il s’agit de mutations silencieuses (mutation sur la troisiéme base
du codon qui dans la majorit¢ des cas donne le méme acide aminé et n’induit donc pas

d’altération fonctionnelle de la protéine)? (Figure 15, page 21).
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Enfin, des mutations ont également été retrouvées en dehors du domaine propeller, en

particulier en position 189 et 252 de la protéine, il s’agit des mutations K189T et E252Q.

6-blade propeller domain

QX L S
X o:"-’gy"’e?p

N-terminal C-terminal
K13
y
1 442 475 521 574 614 666 727
A X £ & A
© o silent binding- S
,Jlb' site mutatior?s 6?‘? 6@
475 527 574 614
1 EIBREBE ctll: v *r o : D v * B s 3 EIAE DI K
wt CCTATGTCT TTATACGTT GAIIC!GlGG26‘!1?01‘!0"1’TllGAOI!;C!I‘!GOTlTC!!TCA GG‘K‘.‘QAT!TIT TGCATTGGG ATGTGIGTT
rec CCTATATCT |TTACACGTT GAA‘CIOAOOTOTA'l'OlT.‘lfTAAOA..“’CTOQTAT."TCA GGTACAATTTAT|TGCACTGGG ATGTATGTT
L P N s |lrnimiv|l =B E v Y pDEENL RISV Y HENS (1 BESSANE KNS R3
Parasite F32-TEMM76! | pg2Y49%H D2 (binding-site mutations) v1/gRE39T ] Dd2'5437 Dg20580Y

Figure 15 : Mutations du géne PfK13 et localisation chez Plasmodium falciparum (Straimer et al, 2015)

Pour avoir une vision claire de ces données, nous pouvons nous reporter a la méta-

analyse réalisée par le consortium WWARN K13 Genotype-Phenotype Study Group d’Oxford,
qui compile les publications rapportant les mutations dans le géne Kelch13 chez P. falciparum
et la clairance parasitaire au cours de traitements par 1’artémisinine?®. Ce travail a été réalisé a
partir de tous les articles publiés entre les années 2000 et 2017 faisant référence a la clairance
du parasite de Plasmodium falciparum et associant le génotype de pfk13 chez des patients
provenant des continents asiatique et africain.
Pour les cas originaires d’Asie, il est mis en évidence deux types de populations, celle dont la
clairance parasitaire est rapide avec une diminution de 50% du parasite (PC) en 2,7 heures en
moyenne, et celle pour laquelle 1’élimination est lente avec une baisse de 50% pour un temps
avoisinant 6,7 heures (Figure 16, page 22). On observe sur la figure 16 que les mutations les
plus fréquentes concernent la mutation E252Q qui substitue un acide glutamique par la
glutamine (114 isolats) et la mutation C580Y qui substitue une cystéine par la tyrosine (450
isolats).
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Figure 16 : (A) Demi-vie de clairance parasitaire pour la souche sauvage (WT) ou des souches mutées pour la
protéine Kelch13 dans les isolats asiatiques. Entre parenthése le nombre d’isolats individuels testés pour chaque
mutation (B) Demi-vie de clairance parasite pour les mutations retrouvées dans moins de 5 isolats (WWARN
K13 Genotype-Phenotype Study Group)

La ligne rouge représente la limite de 5,5 heures au-deld de laquelle la clairance du parasite
est définie comme lente. Les points verts représentent eux la moyenne des demi-vies de clairance
du parasite en fonction de la mutation présentée.

La mutation E252Q induit une clairance de 50% du parasite en 4,4 heures en moyenne,
ralentie par rapport a la souche sauvage. Dans 11% des cas rapportés cependant, la valeur de
PCu2 est supérieure a 5,5 heures. De méme, ces études montrent qu’entre 2009 et 2014, dans
les régions ou la prévalence de la mutation C580Y a augmenté, on observe aussi un
ralentissement de la clairance du parasite d’une médiane de 5,4 heures en 2009 jusqu’a 7,2
heures en 2014. Il semblerait donc que 1’on puisse établir un lien entre 1’augmentation du
nombre de cas d’une mutation donnée et le ralentissement de la clairance. L apparition de ces
mutations associées a une clairance plus lente est liée par la suite a I’apparition de résistances
(Figure 16)?.
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Figure 17 : (A) Demi-vie de clairance parasitaire pour la souche sauvage ou des souches ayant subi des
mutations sur la protéine Kelchl3 dans les isolats africains. Entre parenthése le nombre d’isolats individuels
testés pour chaque mutation (B) Demi-vie de clairance parasitaire pour les mutations retrouvées dans moins de
5 isolats
WT : Souche sauvage

Dans les isolats africains les mutations K189T ou K189N, situées en N terminal du
domaine propeller (Figure 15, page 21), sont les plus fréquemment retrouvées notamment dans
la région d’Ilorin au Nigeria ol elles apparaissent dans 76% des isolats??. Cette mutation est
treés rarement retrouvee dans les isolats asiatiques. Sa fréquence importante en Afrique permet
donc d’estimer plus précisément la clairance du parasite.

La PCy, estimée est de 2,1 heures, ce qui se rapproche tres fortement de la PCy, de la souche
sauvage qui est de 2,2 heures.

Parmi les mutations observées dans le domaine propeller, on retrouve principalement les
mutations S522C, A578S et Q613E?2. Pour ces mutations, la PCy, inférieure a 2,8 heures en
moyenne n’est pas significativement différente des souches sauvages (PC, 2,2 heures) (Figure
17)%,

Cette méta-analyse permet de mettre en évidence 1’émergence de nouvelles mutations en
réponse a I’artémisinine. La nature des différentes mutations et leur position dans le gene
varient en fonction de la zone géographique. Dans les isolats africains, on retrouve les
principales mutations en dehors du domaine en hélice contrairement aux isolats asiatiques, ce
qui, selon les auteurs, reflete une adaptation du parasite en Asie du Sud-Est qui n’est pas encore
observée dans les isolats africains. Toutes ces mutations induisent une faible clairance du
parasite et la caractérisation de ces mutations pourrait servir de marqueur de réponse a

[’artémisinine.
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3. Mutations sur des génes codant pour des transporteurs ABC

Des mutations autres que dans la protéine Kelchl3, peuvent étre a 1’origine de
résistances aux anti-paludéens. Chez les eucaryotes, des systémes d’évacuation des substances
xenobiotiques existent via les vacuoles digestives ou les lysosomes. Chez Plasmodium sp., cette
¢limination s’effectue par le biais de deux transporteurs principaux : la glycoprotéine-P
constituée des protéines PFIMDR (Plasmodium falciparum multidrug resistance 1 or 2) et
PfMRP (Plasmodium falciparum multidrug resistance associated protein) d’une part, et le
systéeme de transport du métabolite du médicament forme par la protéine PfCRT (Plasmodium
falciparum chloroquine resistance transporter) d’autre part 2,

Les glycoprotéines-P (transporteurs ABC) sont des pompes ATP-dépendantes qui évacuent les
substances xénobiotiques du compartiment cytosolique.

Chez Plasmodium falciparum, il y a plusieurs types de transporteurs ABC mais seuls deux
d’entre eux sont clairement associés aux mécanismes de résistance : PFIMDR-1 et PfCRT
(Figure 18).

VD : Vacuole digestive
MEF : Méfloquine

CQ : Chloroquine

' : Mutation(s)

|—: Inhibition

Plasmodium sp.

VD

Hémoglobine PfMDR1

\
Héime \,L PfMDR]_' MEF
(Toxique) cQ
F—
Hémozoine
(Non toxique) ‘ cqQ

cQ

Figure 18 : Mécanismes des résistances aux traitements impliquant les transporteurs ABC

PfMDR-1 est dérégulé soit par amplification génique soit par mutations ponctuelles dans la
séquence du géne. A ce jour, seules des mutations ponctuelles ont été retrouvées pour PfCRT.

En fonction de la nature des altérations, ce ne sont pas les mémes molécules qui sont rendues
inactives.
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a. Mutation de PFIMDR-1

PfMDR-1 est une protéine ubiquitaire localisée au niveau des membranes des vacuoles
digestives. Elle est en grande majorité responsable de I’efflux des médicaments vers le cytosol
(Figure 18, page 24).

Cette protéine est dérégulée a travers différents mécanismes qui induisent des résistances a des
molécules spécifiques. Ainsi, la surexpression de PfMDRL induit une résistance a la
chloroquine en diminuant sa concentration dans la vacuole digestive et en empéchant ainsi son
effet sur I’héme (Figure 18, page 24). A I'inverse, des mutations dans le géne sont associées a
des résistances a la méfloquine, a I’artémisinine et ses dérivés?*.

Plusieurs mutations ont été caractérisées, parmi lesquelles N86Y, N1042D, S1034C et D1246Y
(Figure 19). Comme pour PfK13, on retrouve ces mutations spécifiques de certaines zones
géographiques. En Asie et en Afrique se concentre majoritairement la mutation N86Y alors que

les trois autres sont principalement retrouvées dans des isolats d’Amérique du Sud.

(a)

Digestive vacuole

1246

/
NBD2
aa 1092-1410

& COOH

Parasite cytoplasm

(b)
pfmdr1 variants identified in Plasmodium falciparum field isolates and laboratory-adapted lines

PfMDR1 position and amino acid ~ Copy number

Region Reference line (origin) 86 184 1034 1042 1246

All Wild type (3D7, Netherlands) N Y S N D 1

Asia and Africa FCB (Southeast Asia) N Y S N D >2
K1 (Thailand) Y Y S N D 1

South America 7G8 (Brazil) N B (0] D Y 1

Gray shading indicates residues that differ from the wild-type allele.

Figure 19 : Mutations de la protéine transmembranaire PfMDR-1 et variants retrouvés dans des isolats de
Plasmodium falciparum en fonction de la localisation géographique (d’apres S.G.Valderramos et D.A.Fidock)
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b. Mutation de PfCRT

La protéine PfCRT, lorsqu’elle est mutée, expulse la chloroquine en dehors de la vacuole
digestive du parasite et I’empéche donc d’exercer sa fonction (Figures 18, page 24 et Figure
20). Cette protéine présente une grande diversité de mutations parmi des isolats
géographiquement différents. De plus, on retrouve fréquemment 4 a 8 mutations sur un méme

isolat, parmi les 15 mutations recensées.
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Figure 20 : Mutations de la protéine PfCRT et variants retrouvés dans des isolats de Plasmodium falciparum en
fonction de la localisation géographique (d’aprés S. G. Valderramos et D. A. Fidock)

Cette analyse de la diversité géographique des mutations en Asie, notamment a la
frontiére entre le Cambodge et la Thailande, en réponse a I’artésunate, a été étudiée par Dondorp
et al®®. Les travaux sont réalisés sur deux groupes de patients : le premier composé de 40
patients originaires de Pailin (Ouest du Cambodge) et le second de 40 patients vivant dans la
région de Wang-Pha (Nord-Ouest de la Thailande), tous atteints par une forme non compliquée

de paludisme a Plasmodium falciparum.
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Dans chacun des deux groupes, la moitié des patients a recu 2mg/kg d’artésunate en
monothérapie pendant 7 jours et I’autre moiti¢ 4mg/kg d’artésunate pendant 3 jours puis de la
méfloquine & raison de 15mg/kg le 4°™ jour et 10mg/kg le 5™ jour. L’analyse du temps
nécessaire a une clairance totale du parasite chez ces deux groupes de patients montre une durée
de 84 heures pour la région de Pailin quelle que soit la thérapie utilisée et de 60 heures en

monothérapie ou 48 heures en bithérapie, a Wang Pha (Figure 21).

103+ —&— Artesunate (2 mg/kg) monotherapy
in Pailin, Cambodia
~%¥— Artesunate (4 mg/kg)-mefloquine therapy
102 in Pailin, Cambodia
~@— Artesunate (2 mg/kg) monotherapy
in Wang Pha, Thailand
= —&— Artesunate (4 mg/kg)-mefloquine therapy
-g 10' in Wang Pha, Thailand
]
£
8 ]
) g 10°+
.g ;g
&2
4 -1
3 10
10-2
103 T T T T

: i T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Hours after Admission

Figure 21 : Densités parasitaires (Iog10) en fonction du temps pour les 20 patients dans chacun des sous-
groupes de traitement. (Dondorp et al, 2009)

L’analyse des mutations dans les transporteurs ABC chez ces deux groupes de patients

a donné les résultats présentés dans le tableau suivant :
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Groupe Pailin 2 32 6 40

Groupe Wang-Pha 18 12 10 40

Tableau 2 : Mutations ou amplifications de génes observées dans les groupes de patients (d’aprés Dondorp et
al.)

De récentes études réalisées au Cambodge ont permis d’établir que I'augmentation du
nombre de copies du gene Pfmdrl, géne déja responsable, lorsqu’il est muté, de la résistance a
la méfloquine, peut étre associ¢e au taux d’échec de la thérapie associant I’artésunate et la
méfloquine. Dans I’étude de Dondorp et al, I'efficacité de 1’association artésunate-méfloquine
dans le groupe Pailin est bonne, ce qui est probablement di au fait que chez seulement 5% des

patients de ce groupe le parasite présente une amplification du gene.

Il apparait clairement, d’apres ces données, que I’utilisation de thérapies groupées associant
des dérivés d’artémisinine avec d’autres antipaludéens doit étre envisagée chez des patients

infectés par des parasites ne présentant pas d’amplification du géne Pfmdr-1.

1V. L’artémisinine

1. Armoise annuelle (Artemisia annua)

a. Laplante

L’Armoise annuelle est une plante de la famille des Astéracées, originaire d’Asie, mais
présente en Europe (Centre et Sud) et en Amérique du Nord (Figure 22, page 29). Elle est
signalée dans la pharmacopée traditionnelle chinoise deux siécles avant notre ére pour traiter

les fievres et la malaria®.
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Figure 22 : Artemisia annua L. (Kristian Peters-Wikimedia Commons)

Au début des années 1970, on isole des parties aériennes séchées de cette plante la
molécule possédant des propriétés antipaludiques, 1’artémisinine?®. L’artémisinine appartient a
la famille des lactones sesquiterpéniques peroxydées. Sa concentration varie selon
I’environnement dans lequel pousse la plante (Figure 23)%’. Le rendement maximal (R=0,86%)
est obtenu chez les plantes jeunes (5 mois), il diminue ensuite au cours du vieillissement de la

plante?.
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Figure 23 : Concentrations des différentes constituants chimiques d’A. annua en fonction de la région récolte en
Chine.(Zhang, 2017).

En fonction des régions (en abscisse) on note une concentration d’artémisinine (en bleu) variant

de 20 2 90% environ. La concentration en dérivés arteannuine B et acide artémisinique varie de
80 a 5%.
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b. Biosynthése de ’artémisinine

Dans les pays industrialisés, 1’artémisinine et ses dérivés sont produits par synthése
chimique (Figure 24). L’artémisinine est issue du farnésyl pyrophosphate (FPP) qui est
composé de deux molécules d’isoprénoides C-5 (issues de la voie du mévalonate cytosolique)
et d’une molécule d’isoprénoide (issue de la voie non mévalonate). Le farnésyl pyrophosphate
est par la suite cyclisé pour former 1’amorphe-4,11-diéne, qui est oxydé pour devenir 1’alcool
artémisinique puis 1’aldéhyde artémisinique®®. C’est le pont endopéroxyde de I’artémisinine qui

est a la base de son activité antipaludiqgue comme nous le verrons dans les paragraphes suivants.

1 ' 1 H
[
|

H H H
1 0, ] .
o 0 NADPH
/K/\Q/K/)z\o_%_o_:pl_o‘ — —_— - —_—
o O i 0 o) H
HO OHC HO,C

Farnésyl pyrophosphate ~ Composé amorphe-4, 11-diénes

Acide artéminisinique

(H]

Hydroperoxyde inicis
d'acide déshydroartémisinique

Artémisinine

Figure 24 : Biosynthése de [’artémisinine (Mephisto spa-Wikimedia Commons)

Les dérivés de I’artémisinine, dihydoartémisinine (DHA), artéméther et artésunate sont

également produits par synthése chimique (Figure 25, page 31)%°.
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(c)

OCH,

Figure 25 : Structure chimique de I’artémisinine et de ses dérivés, Krishna et al. 2008

A partir de la molécule d’artémisinine (a) les dérivés suivants sont obtenus : dihydroartémisinine (b),
artéméther (c), artésunate (d)

c. Mécanisme d’action

L’artémisinine est active sur tous les stades de multiplication du parasite dans la phase
endo-érythrocytaire, notamment sur les stades précoces. Son action cible principalement les
trophozoites (la phase « ring » ou phase anneau) et schizontes ainsi que le stade gamétocyte.
En revanche, elle n’est presque pas active sur les autres phases du cycle du parasite (Figure
26)"3°. En quelques heures, la maturation du parasite est bloquée ainsi que le mécanisme de

séquestration des globules rouges parasités dans les micro vaisseaux.
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Figure 26 : Sites d’action des différents traitements préventifs et curatifs contre les infections a Plasmodium
chez I’Homme, d’apres dpd.cdc.gov Wikimedia Commons
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L’artémisinine et ses dérivés sont des prodrogues, dont 1’activation nécessite une source
de fer qui pourrait étre I’héme ou le fer ferreux libre®’. Dans la premiére partie du cycle
parasitaire, I’activation de I’artémisinine s’effectue principalement grace a 1’héme biosynthétise
par le parasite puis au dernier stade s’ajoute I’activation par I’héme issu de la digestion de

1’hémoglobine (Figure 27)%.
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Figure 27 : Modéle résumant le mécanisme d’activation de l’artémisinine par [’héme d’aprés Wang, 2015

L’activation de [’artémisinine repose sur deux mécanismes : au stade précoce, activation par
[’heme biosynthétisé dans le parasite au niveau de la mitochondrie (a gauche) puis par [’heme
relargué par digestion de 1’hémoglobine dans la vacuole digestive (a droite). Les cibles de
[’artémisinine active sont indiquées (en jaune). RE (Réticulum endoplasmique), Hb,
(Hémoglobine), MDR1 (Multidrug resistance protein 1), LDH (Lactate déshydrogénase), PyrK
(Pyruvate Kinase), TCTP (Translationally controlled tumour protein), CRT (Chloroquine
resistance transporter), OAT (Ornithine aminotransferase), ATP6 (ATP synthase 6), SpdSyn
(Spermidine synthase), SAMS (S-adenosylmethionine synthase), PPIX (Protoporphyrine IX), Art
(Artémisinine active en rose et inactive en bleu)

Cette activation induit un clivage de la liaison endopéroxyde de la molécule créant un
stress oxydatif a ’origine de Iésions cellulaires (Figure 28, page 33). Ainsi, la survie des
parasites lorsqu’ils sont exposés a des traitements antipaludéens dépend de leur capacité a se

protéger de ces dommages cellulaires.
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Figure 28 : Pont endopéroxyde de ['artémisinine (Wikimedia Commons)

2. Evaluation des effets antipaludéens des tisanes d’Artemisia

Des essais in vivo ont été effectués pour chercher a caractériser I’effet antipaludéen de
I’artémisinine telle qu’elle est utilisée en médecine traditionnelle, principalement sous forme
de tisane.

Dans une premicre étude, Elfawal et al, comparent I'utilisation d’artémisinine pure (AN) et
d’Artemisia annua sous forme de plante entiére sechée réduite en poudre (WP) in vivo chez la
souris. Deux doses différentes sont utilisées : une dose faible (LO) a 24mg/kg et une dose forte
(HI) & 120mg/kg®. Ce test a été réalisé pour une mono-dose de traitement. Le groupe témoin

(CON) correspond a des souris nourries et élevées dans les mémes conditions, mais non traitées.
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Figure 29 : Variation du pourcentage de globules rouges parasités avant et apres traitement par artémisinine
pure (AN) et Artemisia annua (WP) a la dose de 120mg/kg (Figure 29A) ou 24mg/kg (Figure 29B). CON : groupe
témoin, souris non traitées (Elfawal et al; 2015)

Le premier graphique représente le pourcentage de parasites retrouvés dans la
circulation sanguine chez des souris infectées par Plasmodium yoelii, un Plasmodium de la
souris résistant a D’artémisinine. Les effets d’un traitement par artémisinine pure ou par

Artemisia annua a forte dose, administré 120 heures apres 1’infection, sont évalués au cours du
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temps. Seize heures aprés le début du traitement (136h), le groupe ayant recu Artemisia annua
sous forme de plante entiére a deux fois moins de parasites dans le sang (Figure 29A, page 34).
Lorsque les doses de traitement sont cing fois plus faibles, on remarque alors que les courbes
représentant la parasitémie chez les souris témoins et chez les souris traitées par artémisinine
pure sont quasiment confondues, ce qui montre une absence d’efficacité de 1’artémisinine pure
a cette faible dose. En revanche, pour le groupe de souris traités par Artemisia annua, la
parasitémie diminue légérement et 22 heures apres traitement, la parasitémie est a nouveau deux
fois moins importante dans ce groupe (Figure 29B, page 34). L’analyse des courbes montre
cependant une hausse de la parasitémie une vingtaine d’heures apres traitement, probablement
liée au fait que le traitement n’est donné qu’en mono-dose (Figure 29 A et B, page 34).

Pour un suivi au cours du temps, des souris sont ensuite traitées par Artemisia annua ou
artémisinine pure pendant neuf jours consécutifs a la dose de 120mg/kg/j a partir de deux jours
post-infection. La parasitémie est représentée dans la figure 30.

Sur ce graphique on peut remarquer que la parasitémie reste trés faible (<2%) dans le groupe
traité par Artemisia annua au cours des huit premiers jours puis diminue encore pour finir par

étre nulle au bout du quinzieme jour (Figure 30).
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Figure 30 : Variation du pourcentage de globules rouges parasités par P. yoelii résistant a [’artémisinine. J0 :
inoculation du parasite et J2 a J10 inclus traitement par artémisinine pure (AN) ou Artemisia annua plante
entiere (WP) a la dose de 120mg/kg (Elfawal)
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Dans le groupe traité par artémisinine pure, la parasitémie croit jusqu’a atteindre 7%
puis diminue a son tour et disparait vers le dix-neuviéme jour (Figure 30, page 35).
Cet essai met en évidence le fait que cette souche de Plasmodium résistante a I’artémisinine
pure reste sensible au totum moléculaire present dans la plante entiere. Cette activité pourrait
étre due a une synergie d’action entre 1’artémisinine et les autres substances chimiques

contenues dans la plante.

Dans une seconde étude, un essai randomise a éte réalisé sur des patients vivant dans la
province de Sud-Kivu, en Républiqgue Démocratique du Congo, par Markus S. Mueller et son
équipe®. Les patients inclus dans I’étude répondent aux critéres suivants : présence depuis au
minimum 5 ans dans la région, infection par P. falciparum avec une parasitémie >2000/pL, >18
ans et présence d’au moins un des symptomes suivants : fievre, fatigue, nausées, vertiges,
céphalées, vomissements, douleurs abdominales, diarrhées, frissons ou douleurs articulaires?.
Ont été exclus, les femmes enceintes ou allaitantes, les patients ayant pris des traitements
antipaludéens au cours des 2 semaines precédentes, des traitements médicaux traditionnels ou
modernes pour d’autres pathologies.

Trois groupes ont été formeés. Le premier (A5) avec des patients traités par tisanes d’Artemisia
annua (5g/L de plantes séches) a la dose d’un litre par jour pendant 7 jours, le second (A9) avec
des patients traités par tisanes d’Artemisia annua (9g/L de plantes séchées) a la méme dose que
précédemment et le troisieme groupe (QN) traité par des comprimés de sulfate de quinine a la
dose de 500mg trois fois par jours pendant 7 jours (Figure 31, page 37). La concentration en
artémisinine des plantes séchées était de 1,4 %. La tisane est prise en quatre fois 250mL dans
la journée, la premiere fois le matin, puis a midi, a 16h et a 20h.

Les criteres d’échecs du traitement sont : le développement d’un paludisme séveére, une
parasitémie a J3 supérieure ou égale a la parasitémie a JO, la présence de parasites a J7 mais
aussi 1’absence de parasites a J7 avec un retour des parasites a J35. Des examens sont réalisés
sur les patients a J7, J14, J28 et J35 pour déterminer si le traitement fonctionne ou non et pour

exclure et traiter les patients ne répondant pas bien avec des antipaludéens de référence.
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Figure 31 : Résultats des essais réalisés comparant les effets de tisanes d’Artemisia annua a 5 (A5) et 9 (A9)g/L

et celui de la quinine (QN) sur un groupe de patients impaludés. D aprés Muller et al ; 2004

Le terme « guéris » correspond a des patients pour lesquels le diagnostic par frottis sanguin est négatif.
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Taux de guérison 417 30/39 (77%) 23/33(70%) 39/43(91%)
Taux de guérison aJ14 20/35 (57%) 18/31 (58%) 35/39 (90%)
Taux de guérison aJ28 12/32 (38%) 11/30(37%) 31/36 (86%)
Taux de guérison a J35 11/32 (34%) 9/30 (30%) 27/34 (79%)
Figvre 31/34 (91%) 26/32 (81%) 34/37 (92%)
Frissons 23/25(92%) 18/18 (100%) 24/24 (100%)
Fatigue 29/33 (88%) 19/26(73%) 23/33 (70%)
Vertiges 17/21(81%) 18/20(90%) 21/27 (78%)
Nausées 11/12 (92%) 5/6 (83%) 7/11 (64%)
Douleurs articulaires 22/24(92%) 19/22 (86%) 18/19(95%)
Vomissements 6/7 (86%) 4/4 (100%) 13/17 (76%)
Céphalées 26/30(87%) 22/30(73%) 34/39 (87%)
Douleurs abdominales 8/8 (100%) 10/12(83%) 12/14(86%)
Diarrhées 1/1 (100%) 1/1 (100%) 0/0

* : Nombre de patients avec amélioration ou disparition du symptéme & J3 / Nombre de patients avec ce symptéme a J0

Tableau 3 : Pourcentage de patients dont la parasitémie est nulle en fonction du temps et du traitement donné et
pourcentage de patients sans symptomes a J3 d’apres Muller et al ; 2004

Cet essai nous montre que le traitement par Artemisia annua agit sur la parasitémie en
la diminuant tres largement au cours des 7 jours de traitement. On observe respectivement des
taux de guérison de 77% et 70% pour les groupes A5 et A9. En revanche, a J35, une forte
recrudescence du parasite est observée avec un taux de guérison qui passe alors a 34% (A5) et
30% (A9).

La majorité des symptdmes a disparu au cours de 3 premiers jours du traitement quel qu’il soit
ce qui démontre D’effet antipaludéen de la tisane d’Artemisia annua (Tableau 3). La
recrudescence, que 1’on observe aussi dans 1’étude réalisée par Elfawal chez la souris, peut
s’expliquer par une durée ou une dose de traitement non adaptée ou encore une adaptation du

parasite.

Depuis plusieurs années, un groupe de chercheurs composé de Jérdbme Munyangi, un
médecin de 1’Université de Médecine de République Démocratique du Congo, de Pamela
Weathers du département de biologie et biotechnologie de I’institut polytechnique de Worcester
aux Etats-Unis ainsi que d’autres scientifiques, a choisi de se pencher sur I’'utilisation de
I’Artemisia annua et de 1’Artemisia afra (autre espéce d’Artemisia contenant d’infimes traces

d’artémisinine) sous forme de tisanes dans la lutte contre le paludisme. Ils ont réalisé un essai
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clinique randomise, en double aveugle, qui reste le plus abouti a ce jour pour évaluer chez
I’Homme 1’efficacité de cette tisane®.

957 patients atteints de paludisme a Plasmodium falciparum ont été sélectionnés selon des
critéres stricts. Il ne pouvait s’agir que d’adultes et d’enfants de plus de 5 ans dont la
température axillaire était supérieure a 37,5°C et dont la parasitémie se situe entre 2 000 et
200 000 trophozoites/uL de sang. De plus, étaient exclus de I’essai tous les patients atteints de
paludisme sévere (dont le pronostic vital était en jeu dans I’immédiat), rachitiques, pris de
vomissements et de diarrhées fréquentes, atteints d’autres infections, allergiques aux ACTs, les
femmes enceintes, mais aussi les patients traités par des antipaludéens dans les 7 jours
précédents 1’étude.

Avant que ne débute cet essai, et selon la procédure recommandée par ’OMS, les patients ont
subi un test de diagnostic rapide (TDR) pour confirmer I’infection. Des frottis minces et gouttes
épaisses ont été réalisés pour connaitre la concentration en trophozoites/pL de sang ainsi que

pour noter la présence ou non dans le sang de gamétocytes.

Les 957 patients ont été répartis dans les 2 groupes et il restait a la fin de 1’essai :
e 472 patients traités par ASAQ, qui est I’association d’artésunate et de I’amodiaquine,
deux antipaludéens de référence (Figure 32).
e 471 traités par des tisanes d’Artemisia (248 de I’espece A. annua originaire de Chine

et 223 ’espece A. afra présente en Afrique du Sud), (Figure 33).

J1 J2 J3 J4 Js Jé J7
- Y J v Y
1 comprimé ASAQ 1 comprimé placebo
+ +
1 tisane placebo 1 tisane placebo

Figure 32 : Schéma de prise du traitement pour le groupe ASAQ

J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7

Y

1 comprimé placebo
+
1 tisane d’Artemisia

Figure 33 : Schéma de prise du traitement pour le groupe Artemisia sp.
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La tisane d’Artemisia sp a été réalisée en infusant 5 grammes de feuilles et brindilles
séchées, dans de 1’eau pendant 10 minutes. La préparation est ensuite filtrée et consommée a la
dose d’un litre par jour réparti en 0,33 litre toutes les 8 heures.

Les comprimés d’artésunate/amodiaquine existent en trois dosages différents : 25mg/65,5mg ;
50mg/135mg et 100mg/270mg, ils sont proposés aux patients a la posologie habituelle soit 4mg
d’artésunate et 10 mg d’amodiaquine par kilo de poids corporel en une prise par jour pendant 3
jours consecutifs. Pour cette raison, dans le groupe ASAQ, les patients recoivent des comprimes
placebo pendant les quatre derniers jours. Les placebos sont composés de saccharose et de
glucose sous forme de comprimés achetés dans des pharmacies. La tisane placebo elle, est
réalisée, aprés suggestion de I’OMS, avec de trés faibles doses d’Artemisia sp. a des

concentrations de 0,2g/L de tisane soit 25 fois moins que dans la tisane « traitement ».

28 jours apres le début du traitement, 943 patients faisaient toujours partie de 1’essai.
Chez 344 d’entre eux une parasitémie persistait et parmi eux seulement 9 traités par A. annua
et 25 par A. afra. En revanche, les 310 autres patients présentant une parasitémie avaient recu
un traitement par ASAQ. Parmi ceux-ci, dix avaient des gamétocytes détectables a J28 alors
qu’aucun gamétocyte n’a été détecté a partir de J14 dans le groupe traité par Artemisia sp. Il
semblerait donc que I’ Artemisia sp. agisse aussi au niveau des gameétocytes.
Au cours du traitement, les patients traités par la tisane d’Artemisia afra ont présenté une
hémoglobine stable d’environ 11g/dL, alors que les patients traités par Artemisia annua ainsi
que par ASAQ ont présenté une baisse du taux d’hémoglobine a 9g/dL. L’artémisinine est
connue pour diminuer le taux d’hémoglobine chez les patients traités, la différence observée est
considérée par les auteurs comme cohérente avec le taux trés faible d’artémisinine dans
Artemisia afra®,
Pris dans leur ensemble, ces résultats indiquent qu’il existerait une efficacité comparable pour
les sous-groupes traités avec les tisanes d’A. annua ou A. afra, malgré les différences de
composition dans ces deux especes, en particulier le faible taux d’artémisinine chez A. afra.
Ces données confirment donc, d’une part que ’artémisinine n’est probablement pas la seule
molécule dans ces plantes présentant une activité contre le paludisme, d’autre part qu’il pourrait

exister une synergie entre plusieurs molécules.
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Au cours de cet essal, les effets indésirables de chaque groupe ont été relevés (Tableau 4)

Effets indésirables Nombre de sujets dans le Nombre de sujets dans le

observés groupe Artemisia groupe ASAQ
Douleurs abdominales 0 25
Asthénies 0 30
Diarrhées 0 5
Somnolences 0 3
Toux grasses 0 1
Hypoglycémies 0 20
Insomnies 0 10
Nausées 10 30
Prurits 0 35
Vertiges 0 1
Vomissements 15 50

Tableau 4 : Effets indésirables relevés au cours de I’essai dans chacun des deux groupes, d’aprés Munyangi et

al ; 2019

D’une manicre générale, tres peu d’effets indésirables ont été relevés dans le groupe
traité par tisanes d’Artemisia sp. Il s’ agit principalement de nausées et de vomissements pouvant
étre, pour certains, causés par l’infection elle-méme. Dans le groupe ASAQ, ces effets
indésirables sont plus nombreux, mais restent limités et sans gravité.

L’efficacité plus faible de I’association artésunate-amodiaquine pourrait étre liée a une
pharmaco-résistance, fréquente en République démocratique du Congo, ou encore une
éventuelle interaction entre 1’association de molécules et les 0,2g/L d’Artemisia contenus dans
la tisane placebo.

L’ensemble de ces études montre que I’artémisinine n’est pas la seule molécule active contre
Plasmodium sp. présente dans Artemisia sp. De plus, il apparait que d’autres composés de cette

plante agissent de maniére concomitante pour potentialiser I’effet antipaludéen.
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John O. Suberu et son équipe, ont publié en 2013 un article sur les composants
d’Artemisia annua et leurs potentiels effets synergiques ou antagonistes3.
De nombreuses molécules sont présentes dans les extraits aqueux d’Artemisia annua. On
retrouve une trentaine de sesquiterpenes ainsi que plus de 35 flavonoides.
Dans le tableau 5 et la figure 34 (p.42) sont présentés les composants les plus fréquemment
retrouvés dans les infusions d’Artemisia annua. Parmi eux, on trouve des acides
caféoylquiniques qui sont des esters issus d’acides caféique et quinique. De nombreux effets
pharmacologiques ont été mis en évidence dans cette famille d’acides caféoylquiniques parmi

lesquels des effets hépato-protecteurs, antioxydants, antibactériens®...

Composés Quantité (mg/L de tisane)*

Artémisinine 475%0,8
Arteannuin B 1,3+0,0
Acide dihydroartémisinique 70,0+£0,3
Acide cafeique 0,8+0,0
Acide 3,5-di-caféoylquinique 57,0+1,7
Acide 3-caféoylquinique 720+£1,6
Acide 4-caféoylquinique 204+£1,6
Acide 4,5-di-caféoylquinique 31,5+4,0
Acide 5-caféoylquinique 9,0+0,7
Isovitexin 1050+ 7,2
Acide rosmarinique 1,1+0,0

Tableau 5 : Composés majoritaires retrouvés dans les infusions d’Artemisia annua (dosage par HPLC), d’apres
Suberu et al ; 2013

* La tisane est préparée a partir de 5g de plante séchée infusés dans 1 litre d’eau bouillante.
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Figure 34 : Molécules présentes dans les extraits aqueux d’Artemisia annua (Suberu et al ; 2013)
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Dans le tableau 6, on peut voir que la concentration d’artémisinine nécessaire pour
inhiber 50% du parasite est trois fois supérieure a celle de I’artémisinine dans la solution
aqueuse d’Artemisia annua pour la souche sensible a la chloroquine et sept fois supérieure pour

la souche résistante a la chloroquine.

Composé / Extraits I1Cs0 (NM) Souche HB3 I1Cso (NM) Souche Dd2
Chloroquine (CQ) 21,8+24 202,9 + 10,7
Artémisinine 22,6 0,7 21,2+23
Artésunate 8,8+0,3 5,6+0,6
Artémisiténe 88,4+9,9 741+78
9-épi-artémisinine 59,2+ 1,7 62,2+ 1,0
Artemisia extrait aqueux (thé) 7634 29104

Tableau 6 : IC50 d'extraits et de composants issus d’Artemisia annua sur des souches sensibles (HB3) et
résistantes (Dd2) a la chloroquine (Suberu et al. 2013)

La combinaison de différentes molécules présentes chez Artemisia annua a été analysée

dans le but de déterminer les interactions qui s’opérent (Tableau 7, page 45).
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Souche HB3 Souche Dd2

(sensible a la chloroquine) (résistante a la chloroquine)
Combinaison indice FIC Interaction FIC Interaction
1: 3ART: CA 1,570 Antagoniste 4.046 Antagoniste
1: 3ART: 3CA 1,172 Additif 2,088 Antagoniste
1:10 ART: 3CA 0,685 Synergique 1,087 Additif
1: 100 ART: 3CA 0,781 Synergique 1,177 Additif
1: 3ART: 4CA 1,088 Additif 4.266 Antagoniste
1: 3 ART: 5CA 0,928 Additif 2,460 Antagoniste
1: 3 ART: 34CA 2,253 Antagoniste 4,862 Antagoniste
1: 3 ART: 35CA 2,312 Antagoniste 4.749 Antagoniste
1: 3 ART: 45CA 2,315 Antagoniste 4,844 Antagoniste
1: 3ART: TCA 1.220 Additif 3,041 Antagoniste
1: 3ART: ISO 1.534 Antagoniste 4,829 Antagoniste
1: 3 ART: CAS 1,921 Antagoniste 3.034 Antagoniste
1: 3ART: ATCID 1,467 Additif 4.152 Antagoniste
1: 3ART: ARTB 1.250 Additif 0,342 Synergique
1: 3ART: RA 0,890 Synergique 4,952 Antagoniste
1: 3ART: DHAA 1.801 Antagoniste 2.861 Antagoniste
1: 3 ART: ATENE 3,480 Antagoniste 7.002 Antagoniste
ART 1 - 1 -
Légende : ART = artémisinine, CA = acide caféique, 3CA = acide 3-caféoylquinique, 4CA = acide 4-

caféoylquinique, 5CA = acide 5-caféoylquinique, 3,4 AC = acide 3,4-di-caféoylquinique, 3,5CA = 3, Acide 5-

di-caféoylquinique, 4,5CA = acide 4,5-di-caféoylquinique, TCA = acide 3,4,5-tri-caféoylquinique, 1SO =

isovitexine, CAS = casticine, ATC = acide artémisinique, ARTB = arteannuin B , RA = acide rosmarinique,

DHAA = acide dihydroartémisinique, ATENE = artémisiténe

Tableau 7 : Interactions entre les différentes molécules présentes chez Artemisia annua (Suberu et al ; 2013)

Ce tableau permet de mettre en évidence les synergies existantes entre les différentes

substances présentes dans Artemisia annua a partir de 1’index FIC (Fractional inhibitory

Concentration). L’index FIC est obtenu en faisant le rapport des valeurs d’ICso des composés

seuls et combinés. Les FIC de chaque composé sont par la suite additionnes.
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Les références des FIC sont les suivantes :

- indice FIC <0,9 = synergie

- 0,9 <indice FIC <1,5 = additivite

- indice FIC > 1,5 = antagonisme
L’artémisinine et I’acide 3-caféoylquinique présentent une action synergique sur les souches de
Plasmodium sensibles a la chloroquine. C’est aussi le cas avec 1’acide rosmarinique.
Pour la souche résistante a la chloroquine, une action synergique est observée entre
I’artémisinine et I’arteannuin B.
Ces résultats pourraient permettre de déterminer les molécules a associer dans le but de
potentialiser I’effet anti-plasmodique de 1’artémisinine mais aussi pour diminuer le risque
d’apparition de résistances. En effet, plus il y aura de molécules actives avec une forte synergie,

plus faible sera le risque de développement de nouvelles résistances.

V. Des plantes pour de nouveaux traitements

Comme nous I’avons vu dans ’introduction, la recrudescence des cas de résistance aux
antipaludéens nécessite la recherche de nouvelles molécules medicamenteuses. Ces molécules
peuvent étre de nouvelles molécules dérivées de celles déja utilisées dans le traitement du
paludisme ou de nouvelles substances isolées de la flore naturelle sur la base de la connaissance
ancestrale des tradi-thérapeutes exercant dans des zones endémiques. La nature est riche en
plantes et en molécules ayant un grand potentiel thérapeutique. Beaucoup de médicaments
allopathiques modernes ont été synthétisés grace aux connaissances des guérisseurs concernant
les plantes médicinales qu’ils ont a leur disposition pour soigner la population. Un nombre
considérable de publications sort chaque année en ethnopharmacologie, mais les articles
présentent des différences, tant en terme de démarche que d’analyse. Afin de limiter les biais,
j’ai choisi de présenter une sélection de travaux qui utilisent une démarche comparable a
savoir : analyse chimique de la composition des plantes, tests in vitro sur des cellules infectées
par une souche sensible de Plasmodium falciparum ou par une souche résistante ou

multirésistante, enfin si possible, des tests in vivo.

1. Les plantes africaines utilisées en médecine traditionnelle contre le paludisme

En Afrique, lieu ou le paludisme tue le plus, de nombreuses plantes sont utilisées par les

tradi-thérapeutes afin de soigner au mieux les populations n’ayant pas ou difficilement acces
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aux thérapies allopathiques. Les trois études décrites ci-dessous analysent quelles molécules
issues de plantes africaines pourraient présenter un intérét thérapeutique, mais le mode

d’administration et de préparation en médecine traditionnelle n’est pas documentg.

La premicere étude est celle d’une équipe du laboratoire de pharmacologie de I’université
de Liege (Belgique). IIs étudient I’effet des alcaloides indoliques présents chez Strychnos sp.,
plante de la famille des Loganiacées. Trois espéces ont été analysées pour estimer leur
potentielle activité sur P. falciparum. Il s’agit de Strychnos icaja, S. usambarensis ainsi que de
S. variabilis.

Strychnos icaja est une plante présente sous forme de longues lianes pouvant atteindre 100
meétres de long. Elle est retrouvée principalement en Afrique centrale. De nombreuses
molécules et principalement des alcaloides ont été extraits de ses racines et tous ont été testés
in vitro sur des souches de Plasmodium falciparum. Trois groupes d’alcaloides ont été étudiés
de maniere plus précise, les sungucines qui sont des alcaloides bisindoliques, les
strychnogucines (alcaloides proche de la strychnine) ainsi que les strychnohexamines de la

famille des alcaloides trisindoliques (Figure 35)%.
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m Souche W2 résistante a la chloroquine a

Figure 35 : IC50 des principaux alcaloides présents chez Strychnos icaja ainsi que les IC50 de la chloroquine et
de la quinine sur différentes souches de Plasmodium.(Frederich et al ; 2003)

En abscisse les différents alcaloides testés sont numérotés de 1 a 8 et les contrdles sont
respectivement la chloroquine (9) et la quinine (10)

1/ Sungucine, 2/ Isosungucine, 3/ 18-hydroxyisosungucine, 4/ Strychnogucine A, 5/
Strychnogucine B, 6/ Strychnohexamine, 7/ Bisnordihydrotoxoferine, 8/ Strychnine, 9/
Chloroquine, 10/ Quinine
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Parmi les alcaloides présents dans cette plante, il semblerait que la molécule la plus
active sur P. falciparum soit la strychnogucine B, avec une ICso inférieure & 100nM pour la
souche W2 résistante a la chloroquine.

C’est en Afrique tropicale que pousse Strychnos usambariensis, sous la forme d’un petit arbre.
De ses racines a été extrait un alcaloide tertiaire, la dihydrousambarensine, dont I’activité anti-
plasmodiale semble étre intéressante, et de ses feuilles ont été extraites la strychnopentamine et
ses isomeres (isostrychnopentamines), alcaloides dont I’activité est deux fois supérieure a celle
de la quinine (Figure 36, page 49)%.

Strychnos variabilis est la troisieme espece étudiée. C’est un petit arbre qui pousse notamment
au Congo Kinshasa. Les extraits de racines ont permis d’isoler 21 alcaloides différents. Parmi
eux, on trouve les strychnobilines qui font partie du groupe des alcaloides bisindoliques (Figure
36, page 49)*.

On remarque que la majorité des molécules actives dans ces plantes sont des alcaloides
indoliques. La structure hétérocyclique de ces molécules associant deux fonctions amino-
basiques, leur lipophilie et leur taille créant un encombrement stérique, pour les alcaloides bis-
ou tris-indoliques sembleraient nécessaires a leur activité anti-plasmodique. Ces relations
structure/activité varient en fonction des molécules. Mais on verra plus loin que ce ne sont pas

les seules molécules actives contre le paludisme (Figure 36, page 49).
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Une autre étude, plus récente, a étudi¢ I’effet antipaludéen in vitro d'extraits
méthanoliques et de dichlorométhane de Dichrostachys cinerea et de Commiphora africana,
deux plantes utilisées par les Masai en Tanzanie. Ces essais ont été réalisés sur deux souches
différentes de Plasmodium falciparum, I’une sensible a la chloroquine (D6) et I’autre résistante
(Dd2).

Des globules rouges parasités sont utilisés comme contrdle négatif et des globules rouges
parasités mis en contact avec de la chloroquine sont utilises comme contrdle positif. Les cellules
parasitées sont mises en contact avec différents extraits de ces plantes. Aprés 48 heures
d’incubation, un test a la lactate déshydrogénase (LDH) permet de détecter I’activité de
I’enzyme qui est directement liée a la parasitémie. Ce test consiste en la détection, par immuno-
chromatographie a ’aide d’anticorps monoclonaux, de la lactate déshydrogénase présente chez
le parasite et qui existe sous différents isotypes spécifiques a ’espéce de Plasmodium. Cette
enzyme n’est présente que chez le parasite viable ce qui permet donc d’estimer 1’activité de

celui-ci.

Dans les extraits méthanoliques, plusieurs substances chimiques sont retrouvées dont
des glycosides, des flavonoides, des tanins, des terpénoides®... Il n’y a que dans les extraits de
Commiphora africana que des alcaloides ont été mis en évidence.

Huit extraits différents ont été testés (Tableau 8, page 51).
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ICs0 (souche D6)  ICso (souche Dd2) CCso (cellules LLC-

Extraits
(Hg/mL) (Hg/mL) MK2) (ug/mL)
CAB
(Dichlorométhane) 4.54 > 1000 >1000
CAS
(Dichlorométhane) > 1000 > 1000 >1000
CAB (Méthanol) > 1000 > 1000 > 1000
CAS (Méthanol) > 1000 >1000 74.56
DCB
(Dichlorométhane) 2.37 11.92 34.65
DCS
(Dichlorométhane) 11.47 > 1000 29.44
DCB (Méthanol) > 1000 > 1000 > 1000
Controle
Chloroquine 0.05 0.06
Controle Triton-
X100 2.44

Tableau 8 : IC50 et CC50 des différents extraits de plantes, d’aprés Kweyamba et al ; 2019

CAS: Commiphora africana (tiges entiéres); CAB: Commiphora africana (écorce de tige) ; DCS:
Dichrostachys cinerea (tiges entiéres) ; DCB: Dichrostachys cinerea (écorce de tige); ND: non déterminé.
Le contréle positif de 1’ICso correspond a un traitement & la chloroquine et le contréle positif de la
cytotoxicité est obtenu en traitant les cellules avec un détergent non ionique, le Triton-X100. En orange,

les extraits présentant des caractéristiques antipaludéennes notables.

Dans le tableau, sont indiquées les CCso (concentration cytotoxique 50%) permettant
d’estimer la potentielle toxicité des extraits sur des cellules LLC-MK2 (cellules épithéliales de
rein de singe). Une CCso de 30ug/mL correspond a la limite a partir de laquelle on peut
considérer que 1’extrait n’est pas cytotoxique.

Quatre extraits ont une activité antipaludique sur les souches D6, il s’agit des extraits de
dichlorométhane des écorces de tiges de C. africana (ICso = 4,54 pg/mL), d’écorce de tiges
(ICs0 = 2,37 pg/mL) et de tige entiere (ICso = 11,47 pg/mL) de D. cinerea ainsi que de 1’extrait
méthanolique de D. cinerea (ICso = 2,96 pg/mL)%.

Sur la souche Dd2, un seul extrait semble avoir un effet contre Plasmodium falciparum, il s’ agit
de I’extrait de dichlorométhane de 1I’écorce de tige de D. cinerea pour laquelle I’ICso est de
11,92 pg/mL (Tableau 8)%.

L’étude d’extraits de plantes dont 1I’'ICso est inférieure a 15ug/mL est une premiére phase

indispensable au développement de nouveaux traitements contre le paludisme.
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Des essais in vivo ont donc éte réalises sur des souris infectées par Plasmodium berghei.
Pour cela, le parasite a été inoculé aux souris a JO puis de J1 a J5, chaque extrait a été donné
respectivement a un groupe de souris a la dose de 400 mg/kg par voie orale. Le groupe témoin
positif a été traité par de la quinine (10mg/kg par voie orale) et le groupe témoin négatif a recu
100uL d’une solution saline tamponnée au phosphate tous les jours. Pendant 28 jours apres
I’inoculation du parasite, les différents groupes ont été surveillés.
La parasitémie a éte mesurée a J5 en réalisant des frottis sanguins permettant ainsi d’estimer le

taux de suppression du parasite (Tableau 9).

Taux de Changement de poids Jours de
Traitement suppression des corporel (initial — final survie
parasites (%) en grammes) moyens
A -17,9% (235+ 1,1
PBS (contrdle négatif) 0.00 19,3,0 + 1.4) 12225
Ecorce de tige de C. 0 )
africana 64,24 5,8% (22,1;4_; 0,6-23,7 % 23,0+35
(Dichlorométhane) 2)
Ecorce de tige de D. 0 -
cinerea 53,12 3,9% (22’11*11’0 229%  23+305
(Dichlorométhane) 1)
0 .
Quinine (controle positif) 96.02 1.2% (20’8110%’5 4223+ 28,0+ 0,0

Tableau 9 : Clairance parasitaire, variations de poids et survie des différents groupes de souris traités par deux
extraits de dichlorométhane de plantes (Kweyamba et al ; 2019)

PBS : Phosphate buffer saline

Les deux extraits de dichlorométhane ayant la plus forte affinité in vitro contre P.
falciparum ont été testés. Le taux de suppression du parasite reste beaucoup plus faible avec les
extraits qu’avec la quinine mais ’activité reste bien présente et plus de la moiti¢ des parasites
ont été supprimés. De plus, au cours du traitement, les souris montrent un accroissement
pondéral regulier alors que les souris traitées au PBS perdent du poids. De méme, 1’espérance
de vie au cours de I’essai est plus élevée chez les souris traitées que chez les souris contrdle.
Ces deux extraits de plantes présentent une grande concentration de flavonoides et de saponines
qui possédent des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires respectivement=®,

Cette étude montre que I’extrait de dichlorométhane d’écorce de tige de D. cinerea, actif sur
les souches sensibles et résistantes a la chloroquine sans toxicité majeure, pourrait étre une piste

potentielle de développement d’un nouveau traitement.
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Concernant les extraits de C. africana, seul ’extrait au dichlorométhane montre une ICsp de
4,54ug/mL sur la souche D6 mais n’est pas efficace sur la souche Dd2 résistante a la
chloroquine.

Cette publication est importante car elle montre que les alcaloides sont loin d’étre les seules
molécules a activité antipaludique, D. cinerea qui semble dans ces expériences plus efficace
que C. africana n’en contient pas. Des études supplémentaires pourraient étre envisagées afin

de preéciser les effets respectifs de C. africana et de D. cinerea.

On peut compléter cette partie avec les résultats d’une troisiéme étude réalisée avec des
extraits de Balanites rotundifolia, une plante utilisée en Ethiopie dans le traitement du
paludisme®’. Ce sont les parties aériennes de cette plante qui ont été utilisées dans cet essai,
récoltées, séchées lentement a I’ombre puis réduites en poudre. Cette poudre a ensuite été mise
en solution méthanolique afin d’en extraire certains composés dont des terpénoides, des tanins,
des flavonoides ou encore des alcaloides®”.

Une souche de Plasmodium berghei sensible a la chloroquine a été inoculée a cing groupes de
souris. Trois groupes ont recu respectivement 100mg/kg (BR100), 200mg/kg (BR200) ou
400mg/kg (BR400mg) d’extraits de B. rotundifolia, un quatrieme a recu 25mg/kg de
chloroquine (CQ25) correspondant au contrdle positif et le dernier une solution a 2% de Tween
80 (tensioactif) comme contrdle négatif (NC). L’administration est faite selon deux protocoles,
tout d’abord un test suppressif de 4 jours au cours duquel on administre par voie orale les
différents extraits deux heures aprés 1’inoculation du parasite puis tous les jours pendant 4 jours.
Le second protocole est le test de Rane consistant en I’administration de ces mémes composés
72 heures apres I’inoculation du parasite afin de laisser proliférer ce dernier. A J4 pour le
premier test et a J8 pour le second, des frottis sanguins sont réalisés afin d’estimer la parasitémie

des souris.

Test de suppression de 4 jours

Tous les extraits de B. rotundifolia ont montré une diminution significative de la
parasitémie, et cet effet augmente avec la dose (Tableau 10, page 54). Une baisse du poids
corporel des souris non significatif est observé dans les trois groupes BR mais il est moindre
dans le groupe BR400 (Tableau 11, page 54).
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Groupes

NC
BR100
BR200
BR400
CQ25

% taux de suppression des

parasites
0
36,5 (p<005)
42,1 <o)
66,9 (p<0,001)
100

Nombre de jours de survie

7,71
10,71
10,71
17,29
20,00

Tableau 10 : Pourcentage de suppression parasitaire et nombre de jours de survie des différentes concentrations
de B. rotundifolia, d’apreés Asrade et al ; 2017

Dose, mglkg BWt DO BWt D4 % change
NC 31.79+0.69 29.47+0.50 -7.3x1.717
BR100 33.57+1.33 29.51+1.22 -12.1+£2.474
BR200 28.4611.36 24.94%1.23 —-12.411.476
BR400 34.0410.72 31.57£1.18 —~7.312.262
CQ25 28.4711.41 29.54%1.31 3.8+0.86 2263243

Tableau 11 : Variations du poids moyen (en grammes) des différents groupes de souris en fonction des extraits
utilisés (Asrade et al ; 2017)

BWt DO : Poids moyen a JO (en grammes) ; BWt D4 : Poids moyen a J4 (en grammes)

Test de Rane

Le pourcentage d’inhibition du parasite par les extraits de la plante est similaire a celui

du test de suppression de 4 jours et reste donc significatif par rapport au groupe non traité.

Comme précédemment il est significativement inférieur au groupe traité par chloroquine.

La durée moyenne de survie des souris est, quant a elle, inférieure de trois jours environ pour

chacun des groupes traités par rapport au test précédent (Tableau 12, page 55).
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% taux de suppression des

Groupes oarasites Nombre de jours de survie
NC 0 7,67
BR100 37,73 8,16
BR200 45,35 8,67
BR400 65,84 14,00
CQ25 93,65 20,00

Tableau 12 : Pourcentage de suppression parasitaire et nombre de jours de survie des différentes concentrations
de B. rotundifolia, d’apreés Asrade et al ; 2017

Concernant le poids, les différences observées ne sont pas significatives (Tableau 13).

Group Body weight

BWt D4 BWt D7 % change BWt
NC 31.18%1.07 30.95+0.86 —0.74+3.73
BRI00 33.51+0.35 31.55+0.86 -5.85+2.30
BR200 32.01t1.62 32.33+1.87 0.10£1.21
BR400 31.82+1.31 32.86+1.23 3.27+£1.98
CQ25 37.91+£l.01 38.63+1.34 1.90+3.37

Tableau 13 : Variations du poids moyen (en grammes) des différents groupes de souris en fonction des extraits
utilisés d’apres Asrade et al ; 2017

BWt D4 : Poids moyen a J4 (en grammes) ; BWt D7 : Poids moyen a J7 (en grammes)

Cette étude permet de mettre en évidence a travers deux tests différents, les effets
préventifs et curatifs d’extraits méthanoliques de B. rotundifolia. Cet extrait montre une
parasitémie réduite de plus de 50% pour une dose de 400mg/kg par jour ce qui reste un effet
antipaludique modéré in vivo. Les auteurs considerent que ces effets sont essentiellement dus

aux alcaloides présents dans la plante.

2. Les plantes asiatiques utilisées en médecine traditionnelle contre le paludisme

Apres la découverte de 1’artémisinine issue d’Artemisia annua, d’autres essais ont été
réalisés sur des plantes asiatiques a partir de la bibliothéque de produits naturels utilisés en
médecine traditionnelle chinoise de ’'université de Toyama au Japon. L’équipe de recherche de
Kentaro Kato a tenté d'identifier des composés ayant potentiellement des effets antipaludéens®.
Trois tests ont été réalisés sur ces composés :
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e un test d’inhibition de croissance sur des érythrocytes humains en culture a 0,3% de
parasitémie afin de déterminer la concentration inhibant 50% des parasites (ICso)

e un test de cytotoxicité sur la lignée de cellules rénales HEK293 T, qui permet de
déterminer la toxicité de la molécule sur les cellules humaines,

e enfin un test d’inhibition de croissance spécifique qui déterminera le stade de

développement du parasite sur lequel agit le principe actif.

Le test d’inhibition de croissance a été conduit sur des érythrocytes humains infectés avec
une souche de Plasmodium falciparum sensible a la chloroquine (Souche 3D7) a partir de 96
composeés naturels. Ces composés ont été testés et leur effet a été évalué apres 96 heures (Figure
37). Les composés naturels ont été solubilisés dans le DMSO (diméthylsulfoxyde) a 0,1% et
utilisés a des concentrations de 10pM. Le contréle négatif correspond a du DMSO 0,1% pour
lequel il y a 0% d’inhibition du parasite et le contrdle positif est la pyriméthamine (anti-

protozoaire) dosée a 10uM qui inhibe a prés de 100% la souche 3D7, sensible a la chloroquine.
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Figure 37 : Evaluation de ['inhibition de croissance relative (% du contréle) a 96 h pour chacune des 96
substances naturelles. Les essais sont réalisés sur des globules rouges humains infectés par la souche 3D7 de
Plasmodium falciparum résistante a la chloroquine. Le contréle négatif correspond a du DMSO 0,1% seul, le

contrdle positif & de la pyriméthamine 10puM (Nonaka et al ;2018)

Parmi ces 96 composeés naturels, quatre d’entre eux présentaient un pourcentage
d’inhibition de plus de 99% sans activité hémolytique associée. Ces quatre molécules font partie
ou ont une structure similaire aux alcaloides isoquinoléiques. Leurs noms et les valeurs d’ICsg

sont indiqués ci-dessous (Tableau 14, page 57)
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Composés Taux d’inhibition de croissance 1Cso (NM)

Chlorure de palatin 99,5% 26
Chlorure de berbérine 99,7% 36
Chlorure de Coptisine 0

(Coptis chinensis) 99,7% 3
Nitrate de déshydrocorydaline 99,7% 38

Tableau 14 : Taux d’inhibition de croissance et IC50 des différentes substances testées sur la souche 3D7 de P.
falciparum (Nonaka et al ; 2018)

Afin de déterminer la concentration inhibant le plus efficacement la croissance du parasite, des
globules rouges infectés par la souche 3D7 de P. falciparum ont été incubés pendant 4 jours
avec des concentrations croissantes de (10nM - 10uM) de chaque composeé. Les résultats sont
présentés dans la figure 38.
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Figure 38 : Effet dose-dépendant des composés sur le pourcentage de parasitémie a 4 jours,
pour la souche 3D7 (Nonaka et al ; 2018)

Il apparait que pour les concentrations de I’ordre de 10uM, la parasitémie tend vers 0%
au bout de 4 jours d’incubation quelle que soit la molécule. On observe par ailleurs que 1’effet

inhibiteur est dose-dépendant.
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Les molécules ayant montré des effets sur la souche 3D7, ont par la suite été testées sur
une souche de Plasmodium falciparum multi-résistante, la souche D2d. Pour les tests
d’inhibition de croissance, de I’artésunate 10uM a été utilisé comme contrdle positif
d’inhibition du fait de son activité sur cette souche. Les ICso obtenues sont présentées ci-dessous

(Tableau 15 et Figure 39, page 59).

Composé Taux d'inhibition de croissance 1Cs0 (M)
Chlorure de berbérine 100% 54
Chlorure de palmatine 100% 81
Nitrate de déshydrocorydaline 94,5% 161
Chlorure de Coptisine 93,5% 190

Tableau 15 : Taux d’inhibition de croissance et IC50 des différentes substances testées sur les souches D2d de

P. falciparum (Nonaka et al ; 2018)
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Figure 39 : Effet dose-dépendant des composeés sur le pourcentage de parasitémie a 4 jours de la souche D2d
(Nonaka et al ; 2018)

L’¢tude de cytotoxicité a été effectuée sur la lignée cellulaire HEK293 T incubée
pendant 96 heures avec différentes concentration des quatre composeés a tester. On remarque
une bonne viabilité cellulaire pour des concentrations inférieures a 1uM, ce qui permet une
bonne action antiparasitaire sans altération majeure de la viabilité des cellules saines (Figure
40, page 60).
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Compound cytotoxicity assay
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Figure 40 : Survie des cellules de la lignée 293T en fonction de différentes concentration de chacune des
substances extraites (Nonaka et al ; 2018)

Par la suite, les stades au cours desquels les molécules sont les plus actives ont été
déterminés pour la souche 3D7 de Plasmodium falciparum aprés deux étapes de
synchronisation de la culture cellulaire par du sorbitol a 5%. La premiere synchronisation
permet d'obtenir des cellules infectées par des parasites jeunes au stade anneau uniquement, la
seconde 36h aprés permet d’atteindre le stade trophozoite, enfin aprés 24 heures
supplémentaires les parasites intracellulaires atteignent le stade de schizontes matures.

Tous les extraits sont donc testés sur les différents stades de parasites.

Les témoins négatifs et positifs sont respectivement le DMSO a 0,1% et la pyriméthamine a
10uM. On observe aprés 48h d’incubation que le chlorure de berbérine, le nitrate de
déshydrocorydaline et le chlorure de palmatine sont majoritairement efficaces sur les stades
trophozoites et schizontes. Concernant le chlorure de copsitine, on remarque une action sur ces
deux mémes stades mais tout de méme moins prononcée qu’avec les trois premierS COMpPOSES

(Figure 41, page 61).
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Figure 41 : Pourcentage d’inhibition de P. falciparum par les différentes substances testées en fonction du stade
de développement du parasite

*p<0,05 ; ** p<0,01 ; R (stade anneau), T (stade trophozoite), S (stade schizontes)

Ces quatre composes issus de la bibliothéque des produits naturels ont donc une activité
antipaludéenne indéniable et une trés faible toxicité pour des concentrations inférieures a 1uM.

Dans une autre étude réalisée par Haddad et al, des plantes fraiches utilisées pour traiter
les pathologies fébriles, inflammatoires et infectieuses ont été récoltées dans différentes régions
d’Iran puis séchées et broyées pour étre conservées dans des conditions optimales®. Leurs noms

et les parties de plantes utilisées au cours de 1’essai sont indiqués dans le tableau 16 (p. 62).
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Espéces

Solanum nigrum
Teucrium polium
Physalis alkekengi
Citrullus colocynthis
Salix alba

Achillea millefolium
Gossypium herbacum
Verbena officinalis
Portulaca oleracea
Lavandula angustifolia

Famille
Solanaceae
Lamiaceae
Solanaceae
Cucurbitaceae
Salicaceae
Compositae
Malvaceae
Verbenaceae
Portulacaceae

Lamiaceae

Partie utilisée
Fruits

Parties aériennes
Feuilles et Fruits
Fruits

Feuilles

Fleurs

Feuilles

Fleurs

Parties aériennes

Fleurs

Tableau 16 : Plantes iraniennes testées in vitro sur deux souches de P. falciparum, d’aprés Haddad et al ; 2017

Des extraits méthanoliques de ces plantes ont ensuite été testes in vitro sur les souches

3D7 (sensible a la chloroquine) et K1 (souche multirésistante) de Plasmodium falciparum.

Parmi ces plantes, il a été mis en évidence une activité antiplasmodique intéressante des extraits

méthanoliques de Citrullus colocynthis (ICso = 2,01 pg/mL sur la souche 3D7 et ICso = 6,9

pg/mL sur la souche K1),

D’autres extraits ont montré des activités plus modérées. Il s’agit de Solanum nigrum pour

laquelle I’ICso est de 10,29 pg/mL sur la souche 3D7 et de 18,67 pg/mL sur la souche K1

et Physalis alkekengi dont 1I’'ICso est de 11,31 pg/mL sur la souche 3D7 et de 13,08 pg/mL sur

la souche multirésistante®.

Ces 3 extraits ont été testés in vivo sur des souris infectées par Plasmodium berghei.

Le pourcentage d’inhibition des différents extraits sur P. berghei a été calculé comme suit :

parasitémie moyenne

100—(

Parasitémie moyenne du contrble négatif

>x100
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Espece Dose Parasitémie Pourcentage Survie (%) Valeur P

(mg / kg) moyenne d’inhibition (%) au jour 10 (P <0,05)

Controle négatif 2,95 100
Solanum nigrum 100 1,16 60,68 100 0,014
Physalis alkekengi 100 1,24 57,97 100 0,032
Citrullus colocynthis 50 1,03 65.08 90 0,008

Chloroquine 25 0 100

Tableau 17 : Parasitémie moyenne, pourcentage d’inhibition et pourcentage de survie des souris traitées par
trois extraits de plantes d’aprés Haddad et al ; 2017

Le contrdle négatif correspond a des souris a qui le parasite a été inoculé mais qui n’ont
recu aucun extrait méthanolique de plante et le contrdle positif correspond, lui, a des souris
parasitées traitées par chloroquine a 25mg/kg.

On remarque que ce pourcentage d’inhibition varie entre 57,97 et 65,08 % et que le résultat
est significatif pour les 3 especes testées. De plus, la survie chez les souris a 10 jours est de
100%, a I’exception du traitement par Citrullus colocynthis, or les souris infectées non traitées
meurent rapidement dans les 3-5 premiers jours (Tableau 17)%.

D’aprés cet article, deux plantes sont particulierement intéressantes, il s’agit de Solanum nigrum
et Physalis alkekengi qui semblent avoir in vivo une bonne activité contre P. berghei et
n’entrainent apparemment pas de mortalité chez les souris testées (Tableau 18, page 64).

Un test cytotoxique a été réalisé in vitro sur des lignées cellulaire Raji (lymphocytes B), par
dosage colorimétrique (Test MTT). Le sel de tétrazolium est mis en contact avec les cellules
traitées par les différents extraits. Chez les cellules vivantes, la succinate déshydrogénase
mitochondriale transforme le sel de tétrazolium en formazan qui donne un précipité bleu-violet.
La quantification des cellules vivantes se fait par la suite grace a la mesure de la densité optique
du précipité*.

Pour ce test, le t¢émoin négatif correspondait a des lignées qui n’avaient pas €té mises en contact
avec des extraits méthanoliques de plantes et le témoin positif a des cellules en contact avec du
tamoxiféne (anticancéreux). On considere que la toxicité cellulaire est élevée si CCso est

<Ipg/mL, modérée entre 1 et 10pg/mL et faible lorsqu’elle est entre 10 et 30pug/mL*.
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Espeéces CCso sur lignée cellulaire de Raji (ug/mL)

Solanum nigrum 66,3
Physalis alkekengi 47,3
Citrullus colocynthis 38,7

Tableau 18 : CC50 des trois extraits sur la lignée cellulaire Raji (Haddad et al, 2017)

Des essais ont également été réalisés au Pakistan sur les 33 plantes majoritairement
utilisées pour traiter le paludisme. Parmi les cas recensés dans ce pays 64% sont causés par
Plasmodium vivax et 36% par Plasmodium falciparum.

Les familles les plus représentées et donc utilisées dans le traitement sont :
- Asteraceae (9 plantes)
- Gentianaceae (3 plantes)
- Lamiaceae (3 plantes)

- Asclepiadaceae (3 plantes)

Seulement quatre plantes parmi les 33 ont été étudiées pour leur activité in vitro contre P.
falciparum. Il s’agit d’Artemisia annua (feuilles, extrait aqueux), d’Azadiracha indica (feuilles,
extrait éthanolique), de Moringa oleifera (feuilles, extrait acétonique) et de Peganum harmala

(graines, extrait éthanolique)

Le pourcentage d’inhibition a été étudié en fonction de la concentration des extraits.
Pour Peganum harmala et Azadiracha indica, un fort pourcentage d’inhibition de Plasmodium
falciparum a été relevé allant de 50 a 99,8% pour des concentrations de 2,4 a 100pg/mL.
Les extraits d’Artemisia annua montrent un pourcentage d’inhibition de 50% pour une
concentration de 0,95ug/mL et les extraits de Moringa oleifera offrent un pourcentage maximal
d’inhibition (59,8%) pour une concentration de 400pg/mL (Tableau 19, page 65)*.
A nouveau, alcaloides, flavonoides, saponines, tanins et terpénoides sont retrouvés dans ces

plantes et procureraient cet effet antiparasitaire (Tableau 19, page 65).
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Partie _ Concentration Inhibition
Nom de la plante . Substance Extrait
utilisée (Mg/mL) (%)
Artemisia annua Feuilles  Artémisinine  Aqueux 0,095 50
_ o _ Limonoide 2,4 50
Azadirachta indica  Feuilles o Ethanol
(Gédunine) 2,5 50
) _ _ Données non ;
Moringa oleifera Feuilles ] _ Acétone 400 59,8
disponibles
Alcaloide - 12,5 91
carboline 25 97,4
Peganum harmala Graines  (isoharmine), Ethanol 50 98,5
harmaline,
. 100 99,8
harmine
Tableau 19 : Analyse in vitro du pourcentage d’inhibition des plantes utilisées contre Plasmodium falciparum en

fonction de leur concentration et composés principaux de celles-ci (Tariq et al, 2016)

Cet essai permet simplement de montrer que de nombreuses plantes au Pakistan peuvent

étre source de substances a forte activité antipaludéenne et pourrait orienter la recherche vers

des substances potentiellement actives. Cependant, aucun test de toxicité n’a été réalisé. Dans

des études a venir, il serait intéressant de tester ces différents extraits de plantes ou substances

extraites de ces plantes sur des lignées cellulaires ou in vivo afin de déterminer leur seuil de

toxicité.
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Discussion

L’Homme a toujours utilisé les ressources de son environnement pour se nourrir et se
soigner. Cependant, dans les pays industrialisés, des solutions thérapeutiques obtenues par
chimie de synthése, ont progressivement pris le pas sur les traitements naturels, méme si la
majorité des médicaments actuels provient de la modification de substances naturelles. Dans le
méme temps, les pays peu développés ou en cours de développement, n’ayant que difficilement
acces aux traitements modernes, ont continué d’utiliser la tradithérapie.

Or, nous assistons aujourd’hui, dans les pays riches, a un changement de paradigme avec le
retour sur le devant de la scéne de la médecine « naturelle ». Cette tendance est massive et le
pharmacien se doit d’y répondre en s’appuyant sur ses compétences et ses connaissances en
phytothérapie acquises au cours de sa formation, car ’utilisation de produits naturels n’est pas
forcément un gage de sécurité en termes de santé. L utilisation des plantes sous formes séchées,
en décoctions ou encore sous forme d’huiles essentielles donne généralement de trés bons
résultats en médecine, mais une mauvaise utilisation (surdosage, non-respect des contre-
indications...) peut aussi causer de graves conséquences sur la santé.

L’objet de ce travail a été d’analyser si et de quelle maniére, des substances naturelles issues de
plantes pourraient étre aujourd’hui avantageusement utilisées dans la lutte contre le paludisme,
tout en posant la question des limites d’utilisation de ces substances et du role du pharmacien

dans le contrble et le suivi de cette démarche.

*k*k

Le paludisme est I’infection parasitaire la plus meurtriere au monde avec environ
500.000 morts par an, en majorité des personnes fragiles telles que les femmes enceintes, les
jeunes enfants ainsi que les personnes immunodéprimées, ceci principalement dans les régions
pauvres d’Afrique, d’Amérique latine et d’Asie. Presque une personne sur deux dans le monde
y est exposeée et la principale espéce meurtriere est le Plasmodium falciparum.

Aujourd’hui, le traitement curatif de référence des infections a P. falciparum repose sur
I’utilisation d’ACTs composés de dérivés de I’artémisinine issue de la plante d’Artemisia
annua. Les premiers traitements tels que la quinine ou la chloroquine ne sont aujourd’hui
utilisés qu’en alternative aux ACTs dans le traitement des infections a P. falciparum en raison

des résistances qui sont apparues chez le parasite.
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Le probleme majeur de santé publique posé par P. falciparum tient précisément a sa
grande plasticité qui s’exprime dans sa capacité a accumuler des mutations lui permettant
d’échapper aux thérapies tout en continuant a se développer. De nombreuses études ont été
meneées dans le but de caractériser les mécanismes moléculaires responsables de ces résistances
afin de tenter de les contourner. Toutes les analyses montrent que les résistances sont causées
par des mutations ponctuelles sur I’ADN entrainant un changement d’acide aminé (mutation
faux-sens) dans les protéines codées par les genes mutés. Ces mutations altérent soit le
fonctionnement de voies de signalisation (mutation du gene Kelch 13 et voie PI3kinase) soit les
mécanismes cellulaires d’¢élimination de substances xénobiotiques (mutation de geénes des
transporteurs ABC). Dans tous les cas il s’agit de mutations qui induisent un «gain de fonction»
: en augmentant la survie cellulaire pour le géne Kelch 13, ou en augmentant I’efflux de la
substance médicamenteuse hors de son site d’action pour les mutations qui concernent les génes
codant les récepteurs ABC.

Ces mutations présentent une grande diversité tant dans leur nature que dans les domaines
protéiques altérés, apparaissent différentes selon les régions géographiques, surviennent
fréquemment et rapidement aprés certains traitements. Ceci rend donc difficile d’envisager une
action directe pour réduire leur incidence. 1l convient donc de rechercher de nouvelles solutions
thérapeutiques, associant 1’effet antipaludéen de I’artémisinine et ses dérivés a D’activité
d’autres molécules présentant une action synergique ou complémentaire et diminuant ainsi le

risque d’apparition de nouvelles résistances ou rechutes.

Consommée depuis des siécles en médecine traditionnelle sous forme de tisanes de
feuilles séchées, la plante d’Artemisia annua n’a semble-t-il pas entrainé jusqu’a récemment de
développement de résistances chez Plasmodium falciparum. Les premiéres résistances a
I’artémisinine et ses dérivés ont fait leur apparition en Asie suite a I’utilisation de I’artémisinine
purifiée en monothérapie.

Ces données suggereraient donc qu’un traitement traditionnel pourrait présenter un avantage
face a la lutte contre les résistances. Parmi les scientifiques, deux opinions se distinguent
concernant I’efficacité et 1’utilisation de cette plante sous forme de tisane.

Pour une majorité d’entre eux, I'utilisation de cette plante, sous toutes les formes que ce soit, et
notamment en infusions, pourrait tout a fait étre a ’origine de résistances aux traitements
conventionnels. C’est aussi I’avis émis en 2012 par I’OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢)
sur la base de I’analyse de publications rapportant différents essais. L’OMS indique qu’en

raison d’une trés faible concentration d’artémisinine au sein de la plante, I’efficacité des tisanes

67



est moindre que celle de la molécule purifiée, et qu’a cela s’ajoute la difficulté de réaliser un
contréle qualité de la plante.

Pour une minorité de scientifiques, en revanche, 1’analyse est différente. Toujours en se basant
sur les donnees de la littérature, ils considérent que 1’artémisinine n’est pas le seul composé
actif contre le paludisme, présent dans cette plante. Partant de 1a, I’association de ces molécules
serait a I’origine de synergies améliorant ainsi I’efficacité du traitement et limitant les risques
de résistances. Dans le méme ordre d’idée, il a été proposé qu’Artemisia annua puisse contenir
des molécules pro-drogues qui seraient métabolisées dans 1’organisme en principes actifs.
Enfin, un argument supplémentaire de ces scientifiques serait que la culture et le stockage de
cette plante représentent de tres faibles cofits pour les populations, populations qui n’ont parfois
pas la possibilité d’accéder aux traitements conventionnels et qui pourraient peut-étre trouver
une alternative avec la tisane d’Artemisia annua.

Nous voyons bien ici qu’a partir de mémes données de la littérature, les conclusions sont parfois
divergentes voire opposees. Il faut admettre que les résultats obtenus avec les plantes testées
varient grandement selon les équipes, selon la nature des essais réalisés in vitro et/ou in vivo,
selon bien évidemment le mode de préparation de la plante et enfin selon son origine
géographique.

Tous ces paramétres rendent difficile une analyse étayée. Proposer un avis tranché sur I’intérét
de I'utilisation des plantes sous forme entiere en médecine est donc tres complexe.

Plusieurs éléments-clés doivent étre évalués, que nous reprenons ci-dessous :

a) Lacomplexité chimique des plantes médicinales :

L’utilisation de plantes entieres en médecine est complexe puisqu’elles sont composées de
nombreuses substances pour lesquelles il faut déterminer 1’efficacité, la toxicité et les
mécanismes d’action.

On retrouve bien sdr dans les plantes utilisées pour traiter le paludisme de nombreux alcaloides,
des flavonoides, des tanins, des terpénoides...mais si 1’on compare les plantes utilisées en
Afrique et en Asie par exemple, la composition telle qu’elle est décrite dans les publications
reste extrémement variable d’une espéce a I’autre. De méme, si I’on a tendance a considérer
que les alcaloides jouent un rdle majeur dans la diminution de la parasitémie, certaines plantes
utilisees en Afriqgue comme Dichrostachys cinerea, en sont complétement dépourvues.

De plus, la composition de ces plantes quelles qu’elles soient varie trés fortement en fonction

de facteurs environnementaux, de la maniére dont elles sont cultivées ou conserveées. Il est
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possible que la composition d’Artemisia annua soit différente aujourd’hui de sa composition
lorsqu’elle été utilisée initialement en Chine.

A partir de ce constat, se pose le probléme de I’efficacité dans le temps, d’un traitement a base
de tisanes. Un moyen d’y remédier pourrait étre d’imposer que les plantes médicinales

répondent a des critéres de composition predéfinis afin de garantir leur absence de dangerosité.

b) Une complexité liée a la méthode de préparation :

Les effets thérapeutiques anti-paludéens des plantes, comme nous 1’avons vu dans les
publications, peuvent étre €valués a partir d’extraits préparés par différentes méthodes : extraits
aqueux par macération ou infusion, extraits alcooliques a 1’éthanol ou méthanol. Mais ces
modes de préparation, en extraits aqueux principalement, ne sont pas les mémes en laboratoire
et chez les tradi-thérapeutes. En effet, au cours des essais scientifiques, les préparations de
tisanes sont faites majoritairement avec de 1’eau déminéralisée alors que les tradi-thérapeutes
utilisent I’eau qu’ils ont a disposition, plus ou moins riche en minéraux selon sa provenance et
les conditions géologiques par exemple. Or, nous avons vu dans I’introduction que I’activation
de I’artémisinine se faisait a partir d’ions fer, ces mémes ions qui sont absents de 1’eau utilisée
dans les laboratoires. Comment a partir de cet état de fait analyser les effets de la plante,
I’absence des ions fer induisant nécessairement une diminution de I’activité de I’artémisinine.
De plus, d’un tradithérapeute a 1’autre les conditions ne sont pas identiques non plus. La
solubilité de I’artémisinine dans I’eau est faible, le solvant utilisé peut lui aussi faire varier les
composés absorbés par le patient, le temps d’infusion des feuilles séchées peut avoir un impact
sur la nature et la concentration des composants retrouvés dans la tisane.

Par conséquents, de nombreux facteurs liés a la préparation font varier les résultats des
différents essais.
La mise en place d’études scientifiques rigoureuses et indépendantes devrait pouvoir permettre

d’établir s’il existe un intérét, et si oui dans quels cas, a utiliser les plantes sous forme de tisane.

c) L’influence du métabolisme :

Un des arguments avancés par les scientifiques favorables au traitement par tisanes repose
sur I’existence de potentielles pro-drogues dans les feuilles d’Artemisia annua. Ces pro-drogues
ne sont pas actives in vitro puisque non métabolisées et peu d’essais in vivo ont a ce jour été
réalisés ce qui ne permet pas de documenter correctement la présence ou non de ces pro-

drogues, leur nature et leur éventuelle activité contre Plasmodium falciparum.
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Un possible effet synergique de ces composants avec I’artémisinine au sein de la tisane a été
envisagé par certains scientifiques. Selon leurs études, 1’action simultanée de ces molécules
avec l’artémisinine pourrait avoir de nombreux effets comme une stimulation du systéme
immunitaire, une diminution des effets secondaires du traitement, une action anti-parasitaire
sur des sites d’action différents de ceux connus actuellement ou encore un effet d’augmentation
de I’activité d’autres composés. Cependant, en 1’état actuel des études, il est difficile de prouver
ces synergies et de déterminer les molécules a 1’origine de celles-ci. C’est une raison pour
laguelle il serait intéressant de poursuivre de nouvelles analyses en tenant compte de ces

éléments.

d) Le contexte clinique :

Certains essais montrent que la consommation d’Artemisia annua sous forme de tisanes
entraine dans certains cas une baisse importante de la parasitémie mais induit aussi parfois des
recrudescences élevées. Ces éléments sont genéralement interprétés comme la preuve que les
thérapies a base de tisanes sont a 1’origine de résistances aux traitements conventionnels.

A ma connaissance, aucune ¢tude n’a a ce jour été réalisée dans le but de déterminer quelles
sont les raisons de ces recrudescences. Doit-on considérer qu’il s’agit d’un échec du traitement
par lui-méme, ou d’un échec en raison d’une durée de traitement inappropriée, ou encore d’un
traitement mal suivi ? Cela pose également la question de savoir comment sont évalués les

¢checs au regard d’une possible réinfection des patients en cours de traitement.

*k*k

L’ensemble de ces données parfois contradictoires et les difficultés actuelles pour en avoir une
vision scientifique claire et construite tendent a conforter 1’avis de I’OMS, qui estime que des
recherches cliniques et fondamentales seraient nécessaires afin de démontrer que ces
utilisations traditionnelles sont sans danger et efficaces contre les infections par Plasmodium
falciparum.

L’activité et la potentielle toxicité de ces molécules naturelles exige que leur utilisation soit
controlée et qu’une pharmacovigilance soit effectuée afin de lutter dans les meilleures
conditions possibles contre le paludisme et de trouver une issue aux mécanismes de résistances
induites par les traitements actuels.

Parallélement, il ne faut pas négliger la recherche de nouvelles molécules issues de nouvelles

plantes. Comme nous 1’avons vu, I’Artemisia annua n’est pas la seule plante possédant des
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molécules ayant une potentielle action antipaludéenne. De nombreuses plantes utilisées par les
tradi-thérapeutes, en particulier en Afrique, telles que Dichrostachys cinerea et Strychnos sp.,
sont de potentielles sources pour de nouveaux traitements. Pour ces études a venir, il est
nécessaire d’établir dés le départ une démarche rigoureuse, en tenant compte de tous les

parametres qui viennent d’étre évoqués.
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Abréviations

ABC : ATP binding cassette

ACTs : Artemisinin-based combination therapy

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé

ASAQ : Artésunate + Amodiaquine

BTB : Broad-Complex, Tramtrack and Bric a brac)
CCso : Concentration cytotoxique médiane

DMSO : Diméthylsulfoxyde

FIC : Fractional Inhibitory Concentration

ICso : Concentration inhibitrice médiane

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PBS : Phosphate buffer saline

PCu2: Clairance de 50% du parasite

PfCRT : Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter
PfMDRL1 : Plasmodium falciparum multi drug resistance

PfMRP : Plasmodium falciparum multi drug resistance associated protein

76



Figures

Figure 1 : Charles-Louis-Alphonse Laveran et Ronald Ross (nlm.nih.gov Wikimedia commons et
WEIICOMECONECLION.OFG) ...ttt ettt ettt ettt ettt st e et e bt et e e e ste st e saeesaeenaeenee 3
Figure 2 : Risque statistique de contamination a Plasmodium falciparum au cours d’un séjour de moins d’un
mois, CHU de Rouen (WikimediQ COMIMONS)..............oeeeeuuieeeieeeeeiieeeeeeteeeecteeessiteaeesteaeaesssaassssesassssssesssssasssseeas 6
Figure 3 : Anopheles stephensi au cours d’un repas de sang d'un h6te humain (Bibliothéeque d’image de santé
PUDBIIQUE-WIKIMEAIA COMMONS) .....ooeeeeeeeeeeeee et e ettt e et e ettt e e ettt e e st e e e sttt e e e asssaaesasssasenstasansasseaensnses 6
Figure 4 : Cycle de reproduction de Plasmodium (dpd.cdc.gov Wikimedia Commons)............cccceeevvveeccveeeesivenanns 8
Figure 5 : Répartition géographique du paludisme a Plasmodium falciparum (Campus de Parasitologie
IMYCOIOGIE ANOFEL) ...ttt ettt ettt sat ettt et e at e st e bt et e ateemte s et e s atesaeenbeenseeseeatesanasanens 9
Figure 6 : Transmission du paludisme a P. falciparum en fonction de la période de I'année, CHU Rouen-
(WiKIM@IA COMIMONS) ....c..vveeeeeeiieeeeee et ee ettt et te ettt e et e e et aeese e et e e e sta e tta e staeteaaseasateasaseaeassessaasseasseasssanseaans 10
Figure 7 : Répartition géographique du paludisme a Plasmodium vivax (Campus de Parasitologie Mycologie
ANOFEL) .ottt ettt et ettt a et ettt et st e et e s at e ae e a ettt e at et e bt et e e nenanenanes 11
Figure 8 : Répartition géographique du paludisme a Plasmodium ovale (Campus de Parasitologie Mycologie

F YA L0 = SRS 12
Figure 9 : Répartition géographique du paludisme & Plasmodium malariae (Campus de Parasitologie Mycologie
ANOFEL) .ottt ettt ettt ettt et et et st e et s ae e a e a ettt e at e he et nenaneeanes 12
Figure 10 : Répartition géographique du paludisme a Plasmodium knowlesi (Campus de Parasitologie Mycologie
F YA L0 = SRS 13
Figure 11 : Plasmodium falciparum au stade anneau dans un frottis sanguin ; Dr. Greene, USCDCP .................. 14
Figure 12 : Schéma décisionnel du traitement d’une infection par Plasmodium falciparum (Selon le Vidal.fr).... 17
Figure 13 : Régulation de la croissance et de la survie cellulaire par la voie PI3K (d’aprés Burrows, 2015) ......... 19
Figure 14 : Conséquences d’une mutation de la protéine Kelch13 sur les voies de signalisation intracellulaires
(A’APIES BUITOWS, 2015) .....ooeeeeeeeeeeee e et e ettt e e ettt e ettt e e e et a e e et e e e easaaaeetsaaaeastsaseassaaaaassesasastseseessnaaassssnann 19
Figure 15 : Mutations du géne PfK13 et localisation chez Plasmodium falciparum (Straimer et al, 2015) .......... 21
Figure 16 : (A) Demi-vie de clairance parasitaire pour la souche sauvage (WT) ou des souches mutées pour la
protéine Kelch13 dans les isolats asiatiques. Entre parenthése le nombre d’isolats individuels testés pour chaque
mutation (B) Demi-vie de clairance parasite pour les mutations retrouvées dans moins de 5 isolats (WWARN K13
GENOLYPE-PRENOLYPE STUAY GIOUD)......c..vveeeeeesieeeeeieeitieeetteesteettee et teeeeteessttasaseaeateesasessateasaseasasessasessassasasesssseasasesans 22
Figure 17 : (A) Demi-vie de clairance parasitaire pour la souche sauvage ou des souches ayant subi des
mutations sur la protéine Kelch13 dans les isolats africains. Entre parenthese le nombre d’isolats individuels
testés pour chaque mutation (B) Demi-vie de clairance parasitaire pour les mutations retrouvées dans moins de
SUSOIALS .ttt ettt sttt nne s 23
Figure 18 : Mécanismes des résistances aux traitements impliquant les transporteurs ABC ..............cccccueeeuun..... 24
Figure 19 : Mutations de la protéine transmembranaire PfMDR-1 et variants retrouvés dans des isolats de

Plasmodium falciparum en fonction de la localisation géographique (d’aprés S.G.Valderramos et D.A.Fidock) . 25

77


file:///C:/Users/Mélanie/Desktop/Thèse%20finalisée%201601.docx%23_Toc32431786
file:///C:/Users/Mélanie/Desktop/Thèse%20finalisée%201601.docx%23_Toc32431786

Figure 20 : Mutations de la protéine PfCRT et variants retrouvés dans des isolats de Plasmodium falciparum en
fonction de la localisation géographique (d’aprés S. G. Valderramos et D. A. FidOCK) ............ccoecevveeccveeeairenans 26
Figure 21 : Densités parasitaires (log10) en fonction du temps pour les 20 patients dans chacun des sous-
groupes de traitement. (DONAOIP €t Ql, 2009) .........oocueeeueeeeiieeiieseieeeieeesee et e sttt e st e st e st e st e st e staentaeeaaenates 27
Figure 22 : Artemisia annua L. (Kristian Peters-Wikimedia COMMONS)............cccueeeecvveeeiieaeesirieeesiieeeessisesessseeens 29

Figure 23 : Concentrations des différentes constituants chimiques d’A. annua en fonction de la région récolte en

(0 T T=R P4 Lo oL AL Y 4 R USSR 29
Figure 24 : Biosynthese de I'artémisinine (Mephisto spa-Wikimedia COMMONS) ..........cccoeeeeccvveeeecieeeeiieeaesreenn. 30
Figure 25 : Structure chimique de I'artémisinine et de ses dérivés, Krishna et al. 2008..............c.ccccoveeecvveeeeuneen.. 31

Figure 26 : Sites d’action des différents traitements préventifs et curatifs contre les infections a Plasmodium

chez ’'Homme, d’aprés dpd.cdc.gov Wikimedia COMMONS .........c.c.oeeveieieeeiiieiiieee et 31
Figure 27 : Modéle résumant le mécanisme d’activation de I'artémisinine par ’lheme d’aprés Wang, 2015 ...... 32
Figure 28 : Pont endopéroxyde de I'artémisinine (Wikimedia COMMONS) ...........cceeevveeeeiveeeeiiiieeeiiieeeesieeeesiennn 33

Figure 29 : Variation du pourcentage de globules rouges parasités avant et apres traitement par artémisinine
pure (AN) et Artemisia annua (WP) a la dose de 120mg/kg (Figure 29A) ou 24mg/kg (Figure 29B). CON : groupe
témoin, souris Non traitées (EIfaWal €t Ql; 2015) ......co..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeee e e ettt e et e e e st a e e e taeaesssssaaesaneaas 34
Figure 30 : Variation du pourcentage de globules rouges parasités par P. yoelii résistant a I’artémisinine. JO :
inoculation du parasite et J2 a J10 inclus traitement par artémisinine pure (AN) ou Artemisia annua plante
entiére (WP) a la dose de 120MG/KG (EIfAWAL) ........c..oeecueeeeueeeeeeeeeeeeeeesee et et eeeeetteeettteestveeevasesrsaessesssssesssesens 35

Figure 31 : Résultats des essais réalisés comparant les effets de tisanes d’Artemisia annua a 5 (A5) et 9 (A9)g/L

et celui de la quinine (QN) sur un groupe de patients impaludés. D’aprés Muller et al ; 2004 ................cceeuv..... 37
Figure 32 : Schéma de prise du traitement pour le groupe ASAQ ............cccueeeecueeeeeieeeeeiieeeesiieeeeesieeeeesissaaesiseeens 39
Figure 33 : Schéma de prise du traitement pour le groupe Artemisial SP. ..........cceeeevveeeevieeeesireeeeeiieeeeesiereeesisenans 39
Figure 34 : Molécules présentes dans les extraits aqueux d’Artemisia annua (Suberu et al ; 2013)..................... 43

Figure 35 : IC50 des principaux alcaloides présents chez Strychnos icaja ainsi que les IC50 de la chloroquine et de
la quinine sur différentes souches de Plasmodium.(Frederich et al ; 2003) ...........ccccuveeeeeeeeeciieeeeiiieeeesiveaeeieenn 47
Figure 36 : IC50 de plusieurs alcaloides indoliques retrouvés dans Strychnos sp. Sur trois souches différentes de
Plasmodium falciparum et IC50 de la chloroquine, de la quinine et de I'artémisinine sur ces mémes souches
(FrederiCh @t Gl ; 2003) ........oooeeeeeeeeeeeeeee et e et e e e e ettt e e e et e e e e aae e e et s e e asts e e eassaaaetsasaeastseseessnaaeaassaann 49
Figure 37 : Evaluation de I'inhibition de croissance relative (% du contréle) a 96 h pour chacune des 96
substances naturelles. Les essais sont réalisés sur des globules rouges humains infectés par la souche 3D7 de
Plasmodium falciparum résistante a la chloroquine. Le contréle négatif correspond a du DMSO 0,1% seul, le
contréle positif a de la pyriméthamine 10uM (Nonaka et @l ;2018) ........cc.ueeeeeueeeeeeeeieeeiieeeeeieeeeeeeeeeesieaeesveeann 56
Figure 38 : Effet dose-dépendant des composés sur le pourcentage de parasitémie a 4 jours, pour la souche 3D7
(NONGKG €T QI ; 2018)..c...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e et ettt e e e e e et eaeeeeestaasseaseeesessaassesaaeeeessssssssasseennnaes 57
Figure 39 : Effet dose-dépendant des composés sur le pourcentage de parasitémie a 4 jours de la souche D2d

(NONGKG €T QI ; 2018)..c...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e et ettt e e e e e et eaeeeeestaasseaseeesessaassesaaeeeessssssssasseennnaes 59

78


file:///C:/Users/Mélanie/Desktop/Thèse%20finalisée%201601.docx%23_Toc32431817
file:///C:/Users/Mélanie/Desktop/Thèse%20finalisée%201601.docx%23_Toc32431821
file:///C:/Users/Mélanie/Desktop/Thèse%20finalisée%201601.docx%23_Toc32431821
file:///C:/Users/Mélanie/Desktop/Thèse%20finalisée%201601.docx%23_Toc32431821
file:///C:/Users/Mélanie/Desktop/Thèse%20finalisée%201601.docx%23_Toc32431823
file:///C:/Users/Mélanie/Desktop/Thèse%20finalisée%201601.docx%23_Toc32431823

Figure 40 : Survie des cellules de la lignée 293T en fonction de différentes concentration de chacune des
substances extraites (NONAKQ €t QI ; 2018) ..........oeeeueeeeeeieeeeieeeeeeee et e e ettt e e et e e ettt e e e s taaaessssaaesstsaaaeansseaeeanses 60
Figure 41 : Pourcentage d’inhibition de P. falciparum par les différentes substances testées en fonction du stade

de développemeEnt AU PATASILE. ...........ccc.eeevueeeiiiieieeie ettt ettt ettt e st e st e s seesseasnee e 61

79



Tableaux

Tableau 1 : Les mutations validées (en gras) et les mutations potentiellement associées a la résistance mais non
Validées in Vitro (COIONNE AE AIOITE) ........cccuuveeeeeeiieeeeeet ettt s ettt e et e ettt e st e e s eteeetaastaesasaessssassseassssasseaens 20
Tableau 2 : Mutations ou amplifications de génes observées dans les groupes de patients (d’aprés Dondorp et
o] S 28
Tableau 3 : Pourcentage de patients dont la parasitémie est nulle en fonction du temps et du traitement donné
et pourcentage de patients sans symptémes a J3 d’apres Muller et al ; 2004 .............cccceeeeeeveeeeecieeeeiiieeesreenn. 38

Tableau 4 : Effets indésirables relevés au cours de I’essai dans chacun des deux groupes, d’aprés Munyangi et al

Tableau 5 : Composés majoritaires retrouvés dans les infusions d’Artemisia annua (dosage par HPLC), d’apres

YV L=l = e | O K RS 42
Tableau 6 : IC50 d'extraits et de composants issus d’Artemisia annua sur des souches sensibles (HB3) et
résistantes (Dd2) a la chloroquine (SUberu €t Ql. 2013) .......cueeeueeeueeeiiesieeeitieseiee et e eieeeteessveesteesseessaessseesaseas 44
Tableau 7 : Interactions entre les différentes molécules présentes chez Artemisia annua (Suberu et al ; 2013).. 45
Tableau 8 : IC50 et CC50 des différents extraits de plantes, d’aprés Kweyamba et al ; 2019..............coeeeeuveen. 51
Tableau 9 : Clairance parasitaire, variations de poids et survie des différents groupes de souris traités par deux
extraits de dichlorométhane de plantes (Kweyamba €t l ; 2019).........ccueeeeeeiveeceeeiieeiieeiieecieeseaeseesseasssenens 52
Tableau 10 : Pourcentage de suppression parasitaire et nombre de jours de survie des différentes concentrations
de B. rotundifolia, d’aprés ASrade €t Ol ; 2017 ........ooueeeeeeeueeeeeeieeeee ettt sttt sttt e nnee e 54
Tableau 11 : Variations du poids moyen (en grammes) des différents groupes de souris en fonction des extraits
ULTlISES (ASIAAE €1 QI ; 2017) ...ttt e et e e ettt e e ettt e e e et e e e e tte s e e e sts e e eessaaaetsaaasastsaseesssaassssenann 54
Tableau 12 : Pourcentage de suppression parasitaire et nombre de jours de survie des différentes concentrations
de B. rotundifolia, d’aprés ASrade €t Ql ; 2017 ..........coeeueeeeeeuieeeeiiieeeeeieeeeieeesstaeestteeessstee e s ssteaesssteassassnaessnseeeas 55
Tableau 13 : Variations du poids moyen (en grammes) des différents groupes de souris en fonction des extraits
ULiliSES d’APreS ASIAAE €1 Ql ; 2017 .....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e ettt e e ettt e e e et a e ettt a e e sttt e e e e ssaaeestssaaeatsesesssssasesassnaan 55
Tableau 14 : Taux d’inhibition de croissance et IC50 des différentes substances testées sur la souche 3D7 de P.
falciparum (NONGKQ €t QI ; 2018) ......o.eeveeeeeeeieeeeee ettt ettt et te e st e e e ate e s tae e e saseassaeasasesstsaesssessssannseeses 57
Tableau 15 : Taux d’inhibition de croissance et IC50 des différentes substances testées sur les souches D2d de P.
falciparum (NONGKQ €t QI ; 2018) ......o.eeeeeeeeeieeeeee ettt et ettt e e e st e e e ate e s tae e e saseassaeasasesstsaenssessssannseenes 58
Tableau 16 : Plantes iraniennes testées in vitro sur deux souches de P. falciparum, d’apres Haddad et al ; 201762
Tableau 17 : Parasitémie moyenne, pourcentage d’inhibition et pourcentage de survie des souris traitées par
trois extraits de plantes d’apres Haddad €t Ql ; 2017 ...........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee e et e e e st e e esasaaesaeeaan 63
Tableau 18 : CC50 des trois extraits sur la lignée cellulaire Raji (Haddad et al, 2017)........cccovveeevvveeccreeaeairenanns 64
Tableau 19 : Analyse in vitro du pourcentage d’inhibition des plantes utilisées contre Plasmodium falciparum en

fonction de leur concentration et composés principaux de celles-ci (Tariq et al, 2016)............ccccvvueeeevvreeecvenann. 65

80



Résume

Le paludisme est responsable de plus de 500 000 décés par an dans le monde et notamment
en Afrique subsaharienne et en Asie du Sud-Est. 1l existe actuellement des traitements préventifs et
curatifs mais ce parasite a montré sa capacité a développer rapidement des résistances lui permettant
d’échapper aux traitements. Ces résistances apparaissent par le biais de mécanismes moléculaires
variés activant les voies de survie cellulaire ou les mécanismes d’élimination des xénobiotiques par
les cellules infectees.

Depuis le début des années 2000 et I’apparition en Asie des premiéres résistances suite a I’utilisation
de molécules purifiées en monothérapie, I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) recommande
d’utiliser des polythérapies dans le traitement du paludisme. Parmi ces polythérapies, les ACTs
(Artemisinin-based Combination Therapies) associant des dérivés de I’artémisinine, une plante
utilisée par les tradi-thérapeutes sous forme de tisanes dans le traitement des infections paludéennes,
a d’autres antipaludéens sont actuellement les seuls traitements curatifs encore actifs sur les
infections a Plasmodium falciparum.

Cependant, face au risque d’apparition de résistances a 1’artémisinine, il devient urgent de trouver
de nouvelles molécules et/ou de nouvelles associations thérapeutiques.

Se baser sur les connaissances ancestrales empiriques des tradi-thérapeutes et y associer une
démarche scientifique rigoureuse pourrait permettre de lever les réticences qui s’expriment sur
’utilisation de ces plantes dans le traitement du paludisme. Il serait possible ainsi de mieux
caractériser les plantes d’intérét et les molécules actives qu’elles contiennent, d’évaluer les modes
d’administration et de réduire les risques potentiels de cytotoxicité, afin d’établir de nouveaux
traitements.

Resume

Malaria is responsible for more than 500,000 deaths a year in the world, particularly in sub-
Saharan Africa and Southeast Asia. Currently, preventive and curative treatments exist but the
parasite develops resistance to escape treatment. These resistances appear through various
molecular mechanisms such as activation of cell survival pathways or increased elimination of
xenobiotics by infected cells.

Since the early 2000s and the emergence of early resistances following the use of purified molecules
in monotherapy in Asia, the WHO (World Health Organization) recommends the use of
polytherapies in the treatment of malaria. Among these combination therapies, ACTs (Artemisinin-
based Combination Therapies) associating derivatives of artemisinin, a plant used by traditional
healers in the form of herbal teas in the treatment of malarial infections, with other antimalarials
are currently the only treatments still active on Plasmodium falciparum infections.

However, faced with the risk of the occurrence of new resistances to artemisinin, new molecules
and/or new therapeutic combinations are urgently needed.

Relying on the ancestral empirical knowledge of traditional healers and combining it with a rigorous
scientific approach could help to relieve the reluctance about the use of herbal teas in the treatment
of malaria. It would be possible to better characterize the plants of interest and the active molecules
which they contain, to evaluate the modes of administration and to reduce the potential risks of
cytotoxicity, in order to provide new treatments.

Mots-clés : paludisme, ACTs, résistances, artémisinine, Artemisia annua, médecine traditionnelle
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