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RESUME

L'artésunate est désormais le traitement de référence du paludisme grave au plan mondial.
Cependant, des cas d’anémie hémolytique différée ont été décrits chez 20% a 25% des voyageurs
traités. L'épisode hémolytique survient 2 a 3 semaines apres traitement. Environ la moitié des
patients vont nécessiter une transfusion sanguine. L’artésunate induit un phénomeéne original en
physiologie humaine : le “pitting” ou épépinage splénique des érythrocytes parasités. Il consiste en
I'expulsion du parasite mort de I'érythrocyte hoéte lorsque celui-ci traverse une structure
microcirculatoire splénique appelée « fente interendothéliale ». Ces érythrocytes pittés retournent
sans destruction immédiate dans la circulation générale. Nous avons étudié I'efficacité et la tolérance
de I'artésunate intraveineux chez 123 voyageurs atteints de paludisme grave. Cent dix-sept patients
ont survécu (95%). Parmi 78 patients suivis plus de 8 jours, 76 (97%) ont eu une anémie au cours du
suivi et 21 une hémolyse différée typique (27%). Dans ce sous groupe de patients la chute médiane
en hémoglobine a été de 1,3g/dl avec un nadir <7g/dl dans 15% des cas. Un seul patient a été
transfusé. Le marquage de la protéine parasitaire Resa, véritable empreinte de Iinfection
érythrocytaire par Plasmodium falciparum, permet la visualisation des érythrocytes pittés. Chez 21
patients non transfusés le pic de concentration en érythrocytes pittés est survenu durant la premiere
semaine. Chez 9 patients évoluant vers une hémolyse différée le pic de pittés était significativement
plus élevé que chez 12 patients présentant d’autres profils évolutifs d’anémie (0,30 vs. 0,07 ; P =
0,0001). Une concentration d’érythrocytes pittés au pic supérieure a 180 millions/| aurait prédit le
risque d’hémolyse différée avec une sensibilité de 89% et une spécificité de 83%. Utilisant la
technologie ImageStream* I'étude morphologique érythrocytaire chez 4 patients a montré que
I'infection plasmodiale suivi de pitting entraine une réduction de surface projetée de 8,9%. Cette
altération pourrait contribuer a la réduction de la durée de vie des érythrocytes pittés. La destruction
différée des érythrocytes infectés et épargnés par le pitting durant le traitement par artésunate est
un mécanisme original d’anémie hémolytique. Ce travail a permis de structurer I'espace nosologique
de I'anémie post-thérapeutique au cours du paludisme, de clarifier la physiopathologie de I'"hémolyse
différée et d’identifier certains de ses mécanismes. Malgré I'incidence élevée de I'hémolyse différée,
I'anémie résultante n’est préoccupante que dans 15% des cas et ne remet pas en cause le bénéfice
de I'artésunate par rapport a la quinine dans le traitement du paludisme grave. La concentration
précoce des érythrocytes pittés pourrait étre un marqueur prédictif intéressant de la survenue d’une

hémolyse différée post-artésunate.

Mots-clés : Paludisme grave, Plasmodium falciparum, Artésunate, Anémie hémolytique, Pitting, Rate,

Resa, Immunofluorescence, Imagerie cellulaire en flux, ImageStream, Amnis°®, test prédictif.
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1 INTRODUCTION

Les différents acteurs

La premiére partie de ce travail va s’efforcer de donner un cadre global de compréhension du
phénoméne anémique hémolytique retardé au cours du paludisme grave traité par artésunate.
Successivement nous aborderons le paludisme et sa physiopathologie au cours du paludisme grave,
le globule rouge, la rate et ses interactions physiopathologiques dans ce contexte, I'artésunate au

cours du paludisme grave et I'anémie palustre.
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1.1 Le paludisme : le parasite et ses interactions

Le paludisme a Plasmodium falciparum est une infection humaine. Spontanément résolutive ou
mortelle selon les terrains chez lesquels il se développe, son expression clinique est diverse. |l
s’accompagne de fiévre évoluant classiquement de maniére irréguliere et discontinue, d’une
splénomégalie d’importance variable associée a la présence dans le sang périphérique de parasites
dont le nombre peut étre extrémement élevé [1]. L'anémie est initialement inconstante et de
profondeur variable. Il s’y associe des manifestations cliniques variées pouvant engager le pronostic

vital ; il s’agit alors du paludisme grave.

1.1.1 Le cycle parasitaire : approche globale
Le paludisme, ou « malaria » des Anglo-Saxons est une infection humaine ou animale d’origine
parasitaire due a des protozoaires du genre Plasmodium. Plus de 125 espéeces ont été décrites
pouvant toucher de nombreux vertébrés, mammiféres ou non. Il existe une spécificité d’hote
permettant de définir des espéces plasmodiales simiennes, reptiliennes, murines, aviaires et
humaines. Cing espéces peuvent étre responsables de pathologies chez I'Homme. Plasmodium
falciparum et Plasmodium vivax sont les especes les plus fréquemment rencontrées et les plus
dangereuses pouvant conduire au déces et/ou I'anémie chronique. Plasmodium ovale, Plasmodium
malariae et une espece anthropozoophile, Plasmodium knowlesi. Ces deux dernieres espéces sont
beaucoup plus rarement rencontrées chez I'homme et ne constituent pas ou pas encore un
probléme majeur de santé publique [2]. Les parasites du genre Plasmodium sont transmis par des
arthropodes vecteurs, de type dipteres nématoceres du genre Anopheles chez lequel se déroule le
cycle sexué, 'homme étant un héte intermédiaire. La figure 1-1 représente les différentes phases de

I'infection chez I’homme et le moustique.
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Figure 1-1. Cycle asexué et sexué de [linfection a Plasmodium sp. (adapté de
http://www.cdc.gov/dpdx/malaria/index.html).

Le cycle parasitaire complet correspond a I'enchainement de 3 phases distinctes. La phase hépatique
ou schizogonie exo-érythrocytaire Y dure de 527 jours [3]. La phase sanguine ou schizogonie
érythrocytaire [=] est en réalité une succession de cycles d’invasion-rupture-invasion des globules
rouges et de multiplication rapide de la biomasse parasitaire [4]. Chaque cycle dure de 1 a 3 jours
selon les espéces de Plasmodium et va se répéter jusqu’a la différenciation sexuée et/ou

traitement en cas de paludisme maladie. La phase vectorielle se déroule chez le moustique ou la
multiplication et la différenciation parasitaire sont alors appelées cycle sporogonique [ Elle dure de

2 a 3 semaines [3].

Lors d’un repas sanguin, I'anophele femelle, infectée, inocule des sporozoites (forme infectante du
parasite), chez un étre humain Q. Les sporozoites infectent alors les hépatocytes @ en moins d’une
heure [3], et donnent naissance au schizonte hépatique E}, qui apres maturation libére, lors de sa
rupture, des mérozoites 4] qui initient la phase sanguine (pour mémoire, lors de I'infection a P. vivax
et P. ovale une forme dormante appelée hypnozoite, peut persister dans le foie durant plusieurs

mois ou années et étre a 'origine de rechute plusieurs mois ou années apreés la derniére infection).
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Les mérozoites libérés infectent des globules rouges réceptifs €. Les formes sanguines intra
érythrocytaires circulantes (anneau, puis trophozoites de plus en plus dgés) maturent en schizontes
érythrocytaires (aussi appelé corps en rosace) qui se rompent et libérent des mérozoites . Au bout
d’un certain nombre de cycle, certains parasites se différencient en forme sexuées (gamétocytes) 7]
Les gamétocytes, males et femelles, sont ingérés par une anophele femelle durant son repas sanguin
©. Dans I'estomac de celle-ci les microgamétocytes pénétrent les macrogametocytes et génerent
des zygotes 19 qui deviennent mobiles et allongés (ookinetes) . IIs envahissent la paroi du tube
digestif du moustique et deviennent oocystes ®. Les oocystes croissent, se rompent et libérent des
sporozoites 12} qui se concentrent dans les glandes salivaires du moustique, hote définitif.
L'inoculation a un nouveau sujet hoéte intermédiaire lors d’'un repas sanguin, de ces formes

infectantes, perpétue le cycle parasitaire O et figure 1-2.
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Figure 1-2. Représentation schématique du cycle parasitaire sporogonique de Plasmodium sp. (tiré
de [5]).

1.1.2 Compétence vectorielle et interaction vecteur/hdte définitif et vecteur/héte
intermédiaire

Les sporozoites, formes infectantes du parasite, sont donc transmis par des femelles moustiques du

genre Anopheles qui inclut 465 espéces identifiées et plus de 50 membres d’especes complexes [6].

Approximativement 70 de ces especes ont la capacité vectorielle de transmettre le parasite a

I’'hnomme et 41 sont considérées comme vecteurs dominants a haut impact en santé publique [7]. On
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parle alors de complexe vecteur dominant espéce/espéce. En Afrique subsaharienne, la transmission
est due a trois especes principales d’anophéle : An. gambiae, An. funestus et An. arabiensis. La figure
1-3 représente la répartition des principaux vecteurs de paludisme dans le monde. Le taux
entomologique d’inoculation (EIR), qui correspond au nombre de piqures infectantes par unité de
temps, peut varier de une a mille piglrres infectantes par homme et par an [8]. Les déterminants de
cette variabilité et de fait l'intensité du risque de transmission de la maladie reposent sur 4
facteurs vectoriels intriqués : (i) la densité de vecteurs, (ii) leur longévité et leur adaptation au milieu
environnant et changeant, (iii) leurs habitudes alimentaires (rythme, horaire, intensité) et (iv)
I'efficacité du vecteur, c. a. d sa capacité a transmettre la maladie [9]. Les taux entomologiques
d’inoculation les plus élevés sont rencontrés essentiellement en Afrique sub-saharienne et Océanie
et concerne essentiellement P. falciparum. Dans les zones géographiques de transmission faible
saisonniére ou sporadique (Asie, Amérique centrale et du sud), P. falciparum et P. vivax sont présents
de maniére équivalente et les EIR sont faibles, de I'ordre de 1 piqure infectante par homme et par an
[8]. Ces différents éléments auront un impact sur le profil immunitaire de réponse de |’hote
intermédiaire (cf. infra). Un élément complémentaire est venu s’ajouter sur les déterminants de la
transmission vectorielle. Celui de linfluence du parasite lui-méme sur le comportement du
moustique. Il a été montré que la présence de sporozoites dans les glandes salivaires d’An. gambiae,
en Tanzanie, augmentait son agressivité (nombre de piqures par nuit) et le volume sanguin prélevé
par repas (82% de repas complets comparés a 72% de repas complets chez des moustiques non
infectés) [10], augmentant ainsi le risque de transmission de la maladie. L'action de piqure est une
opération risquée pour le moustique. Il a été montré, chez P. yoelii une espéce murine de
plasmodium, que le nombre de piqures des moustiques porteurs de formes non transmissibles
(oocyste) diminuait afin de permettre au parasite de compléter sa maturation en formes infectantes
pour I’héte intermédiaire [11]. En outre la présence dans le sang de malades de gamétocytes accroit
d’un facteur 2 I'attractivité de ces patients pour les moustiques (étude menée au Kenya chez 12
groupes de 3 enfants avant et aprés traitement, porteurs ou non de formes sexuées ou non de P.
falciparum) [12]. Ces différentes interactions parasite-vecteur tendent a favoriser la transmission de

sporozoites chez I’homme et de fait impactent directement I'épidémiologie du paludisme.
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1-3. Répartition mondiale des principaux vecteurs du paludisme (tiré de

http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/mosquitoes/map.html).

1.1.3 Interaction parasite/hdte intermédiaire et biomasse parasitaire

1.1.3.1 Amplification hépatique

La phase hépatique, dite aussi phase de schizogonie exo-érythrocytaire fait suite a la pénétration de

sporozoites aux travers de la peau lors du repas sanguin du moustique. Seule une partie de ces

sporozoites vont gagner le tissu hépatique, de l‘ordre d’une centaine [13]. Cette phase est

asymptomatique et unique aprés chaque inoculation de sporozoites. Cette partie du cycle entraine

une premiere augmentation de la biomasse parasitaire. On estime qu’un sporozoite ayant complété

son cycle hépatique, d’'une durée de 5 a 7 jours, donnera de I'ordre 10 000 mérozoites fils aprés

rupture des mérosomes [5].

a.

1.1.3.2 Pour comprendre la schizogonie exo-érythrocytaire (résumé cellulaire et
moléculaire)

Migration et invasion
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La plupart des données cellulaires et moléculaires concernant la phase hépatique sont issues de
travaux utilisant des souris et des espéeces plasmodiales murines (P. berghei et P. yoelii). Certaines de
ces phases ont été confirmées chez P. falciparum. Les sporozoites acquierent leur capacité
infectieuse avant méme leur inoculation a I’homme, lors de leur séjour dans les glandes salivaires du
moustique. Elle est secondaire a I'activation de genes de la famille UIS (upregulated in infectious
sporozoite) [14] permettant la synthese de protéines conférant au sporozoite une capacité
infectieuse (SAP1/SLARP, UIS1/IK2) [3, 5, 14, 15]. La délétion de certains de ces génes et de leur
transcrits n’'empéche pas le sporozoite de pénétrer I’"hépatocyte aprés inoculation mais stoppe son
développement tres rapidement [14, 15]. La figure 1-4 résume schématiquement les principales
étapes de développement intrahépatique. Apres inoculation les sporozoites, doués d’une motilité
particuliere appelée « gliding motility », que I'on pourrait traduire librement par « motilité
planante », sont amenés par le flux sanguin au contact des hépatocytes. Apres franchissement des
capillaires sinusoides ils traversent plusieurs hépatocytes par transcytose, en trouant leur membrane
plasmique de part et d’autre. lls perdent peu a peu de leur mobilité par exposition a des gradients
croissants de potassium tout en augmentant leur infectivité [16]. C'est le « mode migration ».
L'interaction entre la « Circum Sporozoite Protein (CSP) » située a la surface du sporozoite et des
protéoglycanes particuliers de la surface de I’'hépatocyte, les « highly sulfated-heparan sulfate
proteoglycans (hsHSPGs) », entraine une protéolyse de la CSP (via une protéase cystéinique)
permettant au sporozoite d’étre activé en « mode invasif ». Cette phase d’invasion met en jeu le
CD81 et une lipoprotéine de haute densité riche en cholestérol de la surface hépatocytaire, la
« scavenger receptor (SR-BI) » nécessaire a I'invasion et au développement intra cellulaire du parasite
[3]. Apres invasion de I'hépatocyte le parasite se constitue en vacuole parasitophore (PV). La
membrane de celle-ci (PVM) dérive de la membrane plasmique de I'hépatocyte remodelée par des
protéines d’origines parasitaires. Ces protéines, issues de la famille de génes UIS (UIS3, UIS4) ou
d’autres (Hep17, famille ETRAMP) [17], servent d’interface entre la vacuole et le cytoplasme de la
cellule hote. La délétion des génes codant pour ces protéines stoppe toute croissance parasitaire et

interrompt le cycle [17].
b. Maturation et réplication

Les échanges avec le cytoplasme de la cellule hote sont intenses et ceux-ci permettent au parasite
d’accumuler des acides gras nécessaires a sa maturation, par l'intermédiaire d’une protéine de
transport (L-FABP) [18], mais aussi d’empécher la pénétration de molécules non désirées de la cellule
hote [17, 18]. La dédifférenciation qui va suivre transforme la PV, forme d’invasion, en trophozoite
hépatique, forme de réplication. Le parasite se débarrasse par exocytose de toutes les organelles

ayant servi a I'étape d’invasion lui donnant un aspect en bulbe [19]. Il ne garde que I'apicoplaste, les
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mitochondries et le réticulum endoplasmique nécessaires a sa transformation progressive en
syncytium multinucléés (schizogonie avec réplication d’ADN et de toutes les organelles), prélude au
schizonte hépatique. Ce sont les conditions intracellulaires de pH et de température [20] qui
enclenchent ce processus qui s’accompagne d’'une augmentation de la concentration intraparasitaire
de calcium [21]. Les organelles entrelacées subissent des changements positionnels et
morphologiques et donnent naissance a autant de mérozoites [22]. On parle alors de ségrégation des
organelles. La fabrication de ces mérozoites, constitués chacun d’un noyau et des organelles utiles
nécessitent de grandes quantités de membranes plasmiques parasitaires utilisant la voie FAS-II (Fatty
Acid Synthesis-Il) de fabrication, produit de I'activation de génes du méme nom au sein des cellules
hépatiques [23]. Durant la fabrication des mérozoites la PVM est détruite par un systeme de
protéases (protéases de SErin Repeat Antigen) présentes chez toutes les espéces de Plasmodium.
Sont ainsi libérés les mérozoites dans le cytoplasme de la cellule héte. Ceux-ci vont étre empaquetés
par milliers dans des vésicules appelées mérosomes [24] constitués de membranes plasmiques
hépatocytaires (un moyen d’échapper au systtme immunitaire lors de la phase suivante). La mort
cellulaire non nécrotique et non apoptotique de I’"hépatocyte remanié, induite par le parasite, libére
les mérosomes dans I'espace de Disse. Ceux-ci rejoignent alors passivement la circulation sanguine

afin d’initier la phase de schizogonie érythrocytaire.
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Figure 1-4. Les différentes phases de progression et de maturation parasitaire au sein des
hépatocytes lors de la phase hépatique (tiré de [3]).
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1.1.3.3 Amplification sanguine
La phase sanguine dite de schizogonie érythrocytaire fait suite a la libération des mérozoites dans le
sang circulant. Chaque invasion est suivie d’une maturation intraglobulaire, de 48h pour P.
falciparum, qui libérera a son tour de 6 a 30 mérozoites fils, chacun a leur tour en capacité d’envahir
de nouveaux globules rouges [25]. Il en résulte, chez un sujet réceptif, un accroissement de
population parasitaire d’un facteur 6 a 30 par cycle. Six a 8 jours apres avoir quitté le foie, le parasite
devient détectable dans le sang par microscopie ou test de diagnostic rapide (antigénique). Sa
concentration est alors de I'ordre de 50 parasites par microlitre de sang pour une biomasse

parasitaire totale de 100 millions de parasites [9]. La maladie peut alors devenir symptomatique.

1.1.3.4 Pour comprendre la schizogonie érythrocytaire (résumé cellulaire et
moléculaire)

a. Adhésion et invasion

Les mérozoites sont libérés par éclatement de I’'hépatocyte, ou des mérosomes (espéces murines) ou
par I'éclatement des globules rouges infectés d’un cycle précédent [5, 24]. Le mérozoite, d’'une taille
de 1 a 2 um, va entrer en contact avec les globules rouges de son voisinage [26]. Le mérozoite est
une cellule eucaryote constitué d’un cytosquelette, d’organelles sécrétoires (micronémes, rhoptries,
granules denses), de mitochondries, d’un noyau et d’un apicoplaste et posséde tous les éléments
nécessaires a l'invasion des globules rouges (Figure 1-5) [27]. Les protéines de la surface du
mérozoite, tres nombreuses (manteau de surface de la figure 1-5) vont étre responsables de la
premiéere interaction avec la surface du globule rouge. Ces protéines superficielles d’adhésion et
d’invasion a venir appartiennent a 3 groupes : (i) des protéines de type « Merozoite Surface Protein »
(MSP) ancrées a la membrane plasmique du mérozoite via un glycosylphosphatidylinositol (GPI)
destinées aux interactions ligand-récepteur a la surface du globule rouge (Bande 3 de la paroi du
globule rouge pour MSP-1 par exemple), (ii) des protéines périphériques de surface (familles
MSPDBL, SERA aux activités protéasiques) et (iii) des protéines de la membrane plasmique (ROM1-4)
qui interviendront dans la constitution de la vacuole parasitophore [26]. Leur répartition a la surface
du mérozoite est fonction de leur role dans les différentes phases d’accrochage et d’invasion. Les
protéines d’invasion se répartissent en « adhésines », destinées a des récepteurs spécifiques de la
surface du globule rouge, et des « invasines », intervenant dans le processus d’invasion sans
récepteurs obligatoires au niveau de la cellule héte. Les adhésines, situées au niveau des organelles
(rhoptries, microneémes) sont spécifiques a chaque espéce de Plasmodium. Les plus importantes sont
EBL-1 et PfRh. Elles se lient a des protéines de surface du globule rouge (glycophorine B, C,

récepteurs Y, Z, ou encore basigine ou CD147) [28]. Parmi les « invasines» qui toutes sont
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essentielles a I'invasion, la plus connue est la « Apical membrane antigen-1 (AMA1) » qui formera

complexe avec des protéines RON pour la constitution des jonctions serrées latérales.
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Figure 1-5. Micro-anatomie du mérozoite. Les principales protéines par élément anatomique du
mérozoite sont listées sur la droite du dessin. L’action des protéines d'importance sont détaillées
dans le texte. Les granules denses vont étre libérées tres tét apreés I'invasion du globule rouge. Elle
contiennent entre autre une protéine d’importance, la Ring Erythrocyte Surface Antigen (RESA),
marqueur d’'infection parasitaire (cf. infra) (tiré de [26]).
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Les mérozoites libérés des mérosomes, ou des globules rouges, sont exposés a une faible
concentration de potassium (kaliémie). Ceci a pour effet d’entrainer une libération de calcium
libérant les « adhésines » et les « invasines » des micronémes [26] a la surface du parasite. Une
interaction (contact) de faible affinité se crée entre les protéines périphériques de surface du
manteau et la surface du globule rouge. Elle est suivie par un attachement irréversible, de I'apex du
mérozoite, apres rotation du mérozoite, par le biais des protéines EBL et PfRh. Cet attachement met
en jeu le complexe protéiqgue RON (RON2 spécifiqguement) et AMA1 qui vont s’ancrer dans la surface
du globule rouge créant une jonction serrée en forme d’anneau délimitant une zone d’entrée dans le
globule rouge [29]. Cet accrochage entraine la libération du reste des rhoptries, aprés

phosphorylation d’AMA1 (par une kinase A dépendante de 'AMPc) [30], fournissant lipides et
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protéines pour la constitution de la vacuole parasitophore et de sa membrane a I'entrée dans le
globule rouge (Figure 1-6 A). La pénétration du parasite se fait de maniére active grace a I'action de
ponts d’actine et de myosine ancrés dans la membrane parasitaire interne, situés latéralement en
anneaux reliés aux jonctions serrées. lls propulsent le contenu du mérozoite dans la vacuole
parasitophore naissante (Figure 1-6 B). La jonction serrée est alors tirée a travers la surface du
mérozoite, avec la membrane érythrocytaire jusqu’a ce que la cellule parasitaire soit scellée,

probablement par fusion entre la vacuole parasitophore et la membrane érythrocytaire [31].

Figure 1-6. (A) Représentation schématique de I'invasion d’un érythrocyte par un mérozoite (tiré de
[27]). A : I'invasion débute par une reconnaissance via des récepteurs de surface. B : elle est suivie
d’une réorientation apicale avec constitution d’une jonction serrée mettant en jeu une interaction
ligand-récepteurs de haute affinité des surfaces cellulaires. C-D : cette jonction se déplace vers le
poble postérieur du mérozoite sous I'action de moteurs actine-myosine. Le mérozoite est dépouillé de
son manteau de surface protéique sous I'action de protéases (Sheddase). Une fois arrivé au poéle
postérieur la jonction serrée protéique est lysée par une protéase résidente ce qui autorise sa
fermeture. Par ces différentes étapes le mérozoite envahit le globule rouge de maniéere a créer une
vacuole parasitophore. (B) Pénétration d’'un mérozoite de P. falciparum dans un globule rouge en
microscopie électronique a transmission (tiré de [26]).

L'ensemble de ces phases (reconnaissance-adhésion-invasion) est tres rapide et dure moins de 60
secondes, permettant de limiter I'exposition du mérozoite au systeme immunitaire [27]. Le parasite

désormais internalisé au sein du globule rouge va initier sa multiplication et sa maturation.

b. Multiplication, maturation et libération
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La premiere forme de maturation est appelée stade « anneau » ou « annulaire » ou stade dit de
« bague a chaton » (Figure 1-7). A mesure que le parasite se multiplie (par mitose) au sein du globule
rouge et pour son développement, il consomme, dans sa vacuole nutritive, prés des 2/3 des réserves
d’hémoglobine du globule [32]. 'heme de I'hémoglobine est oxydé par le parasite en hématine,
résidu toxique pour la paroi parasitaire (entraine une lyse). De fait une détoxification par
peroxydation gluthationique transforme les diméres d’hématine en hémozoine ou pigment
malarique, cristal inerte [33]. La présence de ce pigment est caractéristique d’un age plus avancé du
parasite (entre 26 et 38h de maturation intra-globulaire) qui définit le stade trophozoite [34]. La
phase tardive correspond a la maturation du parasite en schizonte contenant stricto sensu de 2 a 32
mérozoites nouvellement formés [27]. Sous laction de protéases (de la famille SERA)
s’accompagnant d’'une augmentation de pression cellulaire, la vacuole parasitophore puis la
membrane globulaire sont lysées propulsant les mérozoites dans la circulation sanguine. Le cycle se

poursuit par I'invasion de nouveaux globules rouges sains (Figure 1-1).

Sion [ veon [ seuon [ sowin ]l sewen |

Minuscule Petit Grand Jeune Trophozoite Vieux Jeune Vieux
Anneau Anneau Anneau Trophozoite Moyen Trophozoite Schizonte Schizonte
Largeur du Largeur du Largeur du Leger Pigment Devient Pigment Pigment
cytoplasme cytoplasme cytoplasme pigment brun sphérique brun-noir brun-noir
<% noyau 2% noyau >noyau brun visible Cytoplasme Pigment 3-5 noyaux > 5 noyaux
noir brun Cytoplasme
Noyau et Noyaux < 2 globulaire
cytoplasme pale
élargi

Figure 1-7. Les différents stades de maturation parasitaire lors de la phase érythrocytaire, issues de
culture de P. falciparum (microscopie optique, coloration Giemsa, grossissement 1000) (adapté de
[34]).

Certains parasites se différencient en gamétocyte et apparaissent dans le sang périphérique environ
8 3 10 jours apres I'apparition des formes asexuées [1]. La maturation des gamétocytes (stade | a IV)
se déroulent dans la moelle osseuse pendant 6 a 8 jours [35, 36]. Seuls les gamétocytes matures

(stade V), sont retrouvés dans le sang périphérique [37]. Le cycle vectoriel peut alors débuter. Toutes
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les multiplications et amplification de biomasse parasitaires ont lieu par mitose chez I'homme. Les
recombinaisons génétiques parasitaires, dues aux méioses, se déroulent chez le moustique

uniquement.
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1.1.4 En conclusion de ce chapitre

Les signes cliniques sont dus a l'infection du globule rouge nécessaire a la multiplication parasitaire,
le cycle intra érythrocytaire de la phase sanguine [4]. Celui-ci dure 48h en moyenne pour P.
falciparum. La rupture des globules rouges infectés entraine fievre et frissons (libération de
composant parasitaires induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et pyrogenes comme
I'IL-6). Cette rythmicité lui a conféré le nom de « fiévre tierce » au sein des fievres rémittentes [1]. Il
est classique de décrire les différentes phases de développement de la maladie par sa phase
prépatente (délai entre la contamination et I'apparition des formes asexuées dans le sang
périphérique) et son incubation intrinseque (délai entre la contamination et I'apparition des signes
cliniques comme la fievre et les manifestations systémiques) [1, 38]. Sur une série historique de 220
cas d’infection naturellement induite par 6 souches parasitaires différentes, les durées moyennes de
prépatence et d’incubation intrinséque furent de 11 et 13 jours respectivement [38]. Le seuil de
détection communément admis pour la mise en évidence d’une parasitémie circulante est de 0,001%
des hématies parasitées (50 parasites/uL de sang) [9]. Le niveau de parasitémie s’accompagnant de
manifestations cliniques (seuil de patence clinique) est lui évalué a 0,01% [39].
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1.2 Le paludisme : la maladie clinique, classification, physiopathologie et immunité

Contrairement aux voyageurs qui s'infectent une fois au cours d’un voyage, les personnes vivant en
zone d’endémie sont contaminées de fagon répétée. Le parasite est présent dans le sang en
permanence : il s’agit du « paludisme infection », permise par une relative immunité protectrice,
appelée prémunition. Ainsi en zone d’endémie a haut niveau de transmission la présence d’une
parasitémie asymptomatique chez les adultes ou chez les enfants agés est fréquente et concourt a la
pérennisation du cycle parasitaire complet (cf. infra) (Figure 1-8) [40]. En I'absence de prémunition
(voyageur, perte de prémunition) ou lorsque la parasitémie dépasse un certain seuil, les moyens de
régulation ne peuvent empécher I'acceés palustre ou le « paludisme maladie ». L'accés palustre est
défini épidémiologiquement et cliniquement par la présence de formes asexuées parasitaires dans le

sang associée a des signes cliniques [41].

1.2.1 Le paludisme simple : accés de primoinvasion a P. falciparum
L’accés palustre de primo-invasion se manifeste par un syndrome algique (arthromyalgies, céphalées,
douleurs abdominales) fébrile, associé a des troubles digestifs (anorexie, nausées, vomissements,
diarrhée). La fievre est quasi constante (80 % des cas), en plateau et associée a des frissons [42]. | n’y
a pas d’éruption cutanée. L'adage de « I'embarras gastrique fébrile chez un patient céphalalgique »
reste d’actualité. En I'absence de signes de gravité (cliniques ou biologiques) et de vomissements, cet
acceés est considéré comme « simple sans gravité » autorisant un traitement ambulatoire si par
ailleurs les conditions d’un retour au domicile en toute sécurité pour le malade sont réunies [41, 43].
Non diagnostiqué et non traité, il peut évoluer vers la forme de I'accés palustre rythmé (fievre
rémittente) ou vers un accés grave en cas d’infection a P. falciparum. L’acces palustre rythmé ou
fievre rémittente, qui survient aprés une phase de fievre aigué, est la manifestation clinique de la
synchronisation progressive de la destruction globulaire. Il est classiquement constitué par la
succession de trois phases : (i) frissons, avec sensation de froid et malaise intense, pendant 1 a 2
heures, (ii) chaleur, avec fievre a 40 °C et éréthisme, pendant 1 a 4 heures, et (iii) sueurs, avec
hypersudation a la suite de la phase précédente et retour a une température normale, laissant le
malade asthénique et myalgique. Ces acces se répétent tous les 2 ou 3 jours, selon I'espece
parasitaire considérée (fiévre tierce ou quarte). Lorsque plusieurs populations parasitaires évoluent
chez un méme malade en paralléle, avec des cycles parasitaires décalés, la rythmicité de la fievre est
moins marquée [1, 38]. La répétition des accés en zone de transmission stable entraine chez I'enfant
anémie chronique et splénomégalie [9]. Sans traitement la répétition des acces peut durer plus d’un

mois et spontanément se résoudre [1, 44].
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1.2.2 Le paludisme grave

L’acces palustre, aprés un début banal, peut évoluer, et cela rarement en zone d’endémie (cf. infra),

vers I'acces grave. |l est caractérisé par la survenue de maniére séquentielle de défaillance d’organes

pouvant engager le pronostic vital et fonctionnel [45]. La définition de I'accés grave repose sur des

criteres cliniques et biologiques, non forcément indépendants entre eux [45]. La présence d’un

critere de gravité (clinique ou biologique) associé a une parasitémie suffit a définir I’acces grave [41].

Les criteres utilisés proviennent, en France de 4 sources officielles : la définition de I'accés grave de

I’'OMS de 2000, ses révisions francaises de 2007 et de I'OMS de 2010 et les données d’un essai

majeur SEAQUAMAT, en 2005 (Tableau 1-1) [41, 45-47]. Dans les recommandations de 'OMS de

2000, ces différents criteres étaient accompagnés d’une échelle semi quantitative relative a la

fréquence de survenue du signe clinique ou biologique (chez I'enfant et I'adulte) et sa valeur

pronostique [45]. Au fil des années et des travaux complémentaires, cette évaluation s’est affinée.

Pronostic

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

++
+++

++

Critéres de gravité
Toute défaillance neurologique incluant :
Adulte : Obnubilation, confusion, somnolence, prostration, impossibilité de se nourrir
Coma avec score de Glasgow < 11
Enfant : coma avec score de Blantyre <3
Troubles de conscience (Glasgow <14) et coma (Glasgow < 11)
Prostration

Toute défaillance respiratoire incluant :
Adulte : dyspnée d'acidose métabolique (Kussmaul)
Si VM' ou VNI* : PaO,/FiO, < 300 mmHg
Sinon ventilé PaO, < 60 mmHg et/ou SpO, < 90 % en air ambiant et/ou FR >
32/mn
Signes radiologiques d’cedéme aigu pulmonaire : images interstitielles et/ou
alvéolaires
Enfant : battement continu des ailes du nez, dépression inspiratoire franche de la
base du thorax, dyspnée d’acidose métabolique (Kussmaul)

Toute défaillance cardio-circulatoire incluant :

Adulte : Collapsus avec pression artérielle systolique < 80 mmHg, en présence de
signes périphériques d’insuffisance circulatoire
Patient recevant des drogues vasoactives quel que soit le chiffre de pression artérielle
Signes périphériques d’insuffisance circulatoire sans hypotension
Enfant : PAs < 50 mmHg chez l'enfant

PAs < 60 mm Hg avant 5 ans, PAs < 80 mm Hg apres 5 ans, signes

d’insuffisance circulatoire périphérique

Convulsions répétées

Adulte : au moins 2 par 24h
Enfant : idem

Hémorragie
Adulte : définition purement clinique
Enfant : idem
Ictére

Adulte : clinique et défaillance d'organe associée
ictere clinique et/ou bilirubine totale > 50 pmol/l
Enfant : ictére clinique

Fréquence

+++

+++

+++

++

+++

+/-

+++
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Hémoglobinurie macroscopigue
+ Adulte : clinique +
+ Enfant : idem +/-

Anémie profonde

+ Adulte : hémoglobine < 5 g/dl, hématocrite < 15 % +
hémoglobine < 7 g/dl, hématocrite < 20 %
+ Enfant : hémoglobine < 5 g/dl, hématocrite < 15 % +++
Hypoglycémie
+ Adulte : glycémie < 2,2 mmol/l +
+++  Enfant:idem +++

Acidose métabolique

+++  Adulte : bicarbonates plasmatiques < 15 mmol/l ou acidémie avec pH < 7,35 ++
(surveillance rapprochée dés que bicarbonates < 18 mmol/l)
+++ Enfant :idem +++

Hyperlactatémie
+++  Adulte : lactate artériel plasmatique > 5 mmol/I ++
Toute hyperlactatémie : dés que la limite supérieure de la normale est dépassée. A
fortiori si lactate plasmatique >5 mmol/l
+++ Enfant :idem ++

Hyperparasitémie
+ Adulte : parasitéemie > 2% (100 000/ul) dans les zones de faible intensité de +++
transmission ou > 5% (250 000/ul) dans les zones de haute et/ou stable intensité de
transmission
Deés que parasitémie > 4 %, notamment chez le non immun (selon les contextes les
seuils de gravité varient de 4 a 20 %)
+/- Enfant : 24 % chez le sujet non immun, ou =20 % chez le sujet semi-immun +

Insuffisance rénale
++ Adulte : créatininémie > 265 pmol/l ou urée sanguine >17 mmol/l, et diurése < 400 +++
ml/24 h malgré réhydratation
++ Enfant : diurése < 12 ml/kg/24 h ou créatininémie élevée pour 'age, persistante apres +
réhydratation

Tableau 1-1. Critéres cliniques et biologiques de gravité définissant le paludisme grave de I'adulte et
de I'enfant en France. lls sont basés sur les recommandations internationales et I'apport de I'étude
SEAQUAMAT [41, 45-47]. En italique les définitions internationales de I'OMS non retenues en France.
En bleu les apports de I'essai SEAQUAMAT. En rouge les adjonctions francgaises a la définition qui
tiennent compte des spécificités du paludisme d’'importation.

+/- : traduit une incidence peu élevée

VM : ventilation mécanique, VNI : ventilation non invasive, FR : fréquence respiratoire. PAs : pression
artérielle systolique

L'incidence des manifestations du paludisme grave varient en fonction de I'dge et du niveau
d’intensité de transmission de la maladie. En zone de faible transmission, comme en Asie,
I'hypoglycémie et I'anémie sont plus fréquemment retrouvées chez I'enfant que chez I'adulte.
L'cedéme pulmonaire, I'atteinte rénale ou l'ictere sont I'apanage des sujets plus agés. L'atteinte

neurologique (neuropaludisme et coma) et I'acidose métabolique sont aussi fréquents chez I’enfant

32



qgue chez I'adulte en cas de paludisme grave [48]. Ce sont de bons marqueurs prédictifs de mortalité.
A contrario, dans les pays a haut niveau de transmission (Afrique Subsaharienne), 'anémie est I'une
des plus fréquentes complications du paludisme méme si sa |étalité est faible (sous réserve d’un
traitement adéquat) [9]. De fait I'anémie sévére au cours du paludisme représente un contingent
majeur des déces au niveau de la mortalité globale. Le paludisme grave devient rare chez I'adulte

alors qu’il est fréquent chez I’enfant.

La figure 1-8 résume le schéma évolutif de la maladie dans une population susceptible.
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Cycles de pérennisation

Population
susceptible
. Inoculations :
Infection —
l nfection 400
Parasitémie y
— . 200
asymptomatique
Progression/Reésolution I
Acces palustre
[symptomatigue) 100
Proeression l
Acces palustre 152
Erave

l

Mortalité globale: 1

/f"'_"'\

Acidose [t 15%) Anemie severe [T 1%)
¥
Meuropaludisme [+ 18%)
U

Figure 1-8. Schéma évolutif du paludisme dans une population susceptible (haute endémicité). Parmi
les associations les plus sévéres au cours du paludisme grave (définition OMS), [atteinte
neurologique, I'acidose métabolique et I'anémie sévére sont responsables de la plupart des déces
(inspiré de [32, 44]). T : mortalité.
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1.2.3 Physiopathologie de I'accés grave : séquestration tissulaire, inflammation,
hémolyse et anoxie (Figure 1-9)

La physiopathologie de I'accés grave repose sur l'intrication de phénomeénes cellulaires, moléculaires

et métaboliques qui concourent a la dysfonction d’organe. Schématiquement 7 mécanismes

intervenant a des degrés divers selon les malades et leurs conséquences vont entrer en jeu et se

compléter pour entrainer une diminution de I'apport d’oxygéne au niveau des tissus et I'altération du

revétement endothélial et de son fonctionnement [9, 32].

1.2.3.1 Séquestration globulaire et parasitaire dans la microcirculation sanguine
tissulaire : cytoadhérence, « rosetting » et auto-agglutination

A partir de 12 a 15 heures aprés l'invasion de I'hématie, le parasite (stade trophozoite) va faire
exprimer a la surface de son globule rouge héte un complexe de molécules d’adhésion sous la forme
d’excroissances électrodenses appelées « knobs ». La plus connue de ces protéines d’adhésion est la
« Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein » de type 1 (PfEMP1). C’est une protéine,
faisant saillie a la surface du globule rouge, de haut poids moléculaire, de grande variabilité
antigénique (codée par environ 60 génes var), qui va étre responsable de la cytoadhérence. Cette
protéine est exportée a la surface globulaire (face externe) de I’hématie parasitée au niveau des
knobs. Les molécules réceptrices de liaison, se trouvent, elles, a la surface des cellules endothéliales.
L’ « Inter Cell Adhesion Molecule » de type 1 (ICAM1) est prédominante dans la circulation cérébrale,
le chondroitine sulfate A dans le placenta, I'héparane sulfate, un glycosaminoglycane
transmembranaire, et le CD36 le sont dans la plupart des endothéliums des organes. La molécule
d’adhésion endothélium/plaguette (PECAM) crée une liaison dépendante des plaquettes. Les
globules rouges infectés adhérent a la surface des vaisseaux (cytoadhérence) via ces interactions
ligand-récepteurs. lls adhérent aussi a d’autres globules rouges infectés formant complexes avec les
plaguettes exprimant le CD36 (auto-agglutination) [49] et aussi a des globules rouges non infectés ;
c’est le phénomeéne de «rosetting» [50, 51]. Ces 3 phénomenes additionnés créent des
conglomérats de globules rouges parasités, non parasités et de plaquettes, dans la microcirculation
des organes. Celle-ci réduit le flux sanguin des organes considérés, entraine une congestion et des
conséquences métaboliques responsables de I'expression clinique [9, 52]. L'accrochage a ICAM 1
induit une activation de la kinase RhoA intraendothéliale entrainant des réarrangements du
cytosquelette avec rétraction des cellules endothéliales et rupture des jonctions serrées
intercellulaires. Cette kinase active aussi la voie NF-kB et exerce des effets pro-inflammatoires, pro-

coagulants et augmente I'adhésivité intercellulaire [32].

Un autre phénoméne cellulaire a été mis en évidence. A mesure que le parasite mature au sein du

globule rouge celui-ci, peu a peu remodelé, devient de moins en moins déformable c'est-a-dire de
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plus en plus sphérique et rigide. Cette diminution de déformabilité touche aussi les globules rouges
non parasités [53]. Il en résulte une modification du flux microcirculatoire qui concourt au blocage de
la circulation sanguine dans les microvaisseaux (capillaires et veinules post capillaires). Sur une étude
de 232 patients, la profondeur de cette altération était étroitement associée a la présentation
clinique du paludisme et au risque de décés [54]. La réduction du flux est aussi due a des
phénomeénes plus généraux concernant I’écoulement des fluides (phénomeéne de Farheus-Lindquvist)
selon lequel la viscosité globale du sang dépend du diameétre du vaisseau sanguin. A mesure que le
diameétre du vaisseau diminue, la viscosité diminue. Le plasma sert de « lubrifiant » encadrant les
globules rouges circulants. Il facilite leur écoulement. Pour des diameétres inférieurs a 5 um
(capillaires et veinules post-capillaires) il est noté une réaugmentation trés brutale de la viscosité
sanguine par disparition du plasma accompagnant les érythrocytes (inversion du phénomeéne de
Farheus-Lindquvist). Les érythrocytes occupent alors toute la lumiére du vaisseau ; la fine couche de
plasma a disparu et n’assure plus son effet facilitateur de I'’écoulement. Cette augmentation de
viscosité physiologique s’ajoute aux capacités cytoadhésives de I’hématie parasitée et a la réduction
de déformabilité des érythrocytes infectés ou non, et favorise la réduction du débit sanguin et la

séquestration [55].

Par ailleurs cette séquestration, en bloquant la mobilité de I’"hématie parasitée, est un moyen pour le
parasite d’échapper au filtre splénique et au systeme immunitaire (cf. infra) tout en continuant sa

maturation intraglobulaire.

Ces modifications morphologiques et la séquestration globulaire entraine donc un ralentissement
voire un blocage de la microcirculation sanguine. Celui-ci est responsable d’une hypoxie tissulaire
confinant a I'anoxie en cas de blocage complet et d’un métabolisme anaérobie (glycolyse anaérobie)

pourvoyeur d’acide lactique responsable de I'acidose métabolique.

1.2.3.2 Lyse des globules rouges parasités (iRBC) et non parasités (URBC)
La rupture des globules parasités arrivés a maturité (schizonte) et la destruction des globules rouges
non infectés impliqués dans les rosettes [56] (appelés « Bystander Red Blood Cells ») entraine fiévre
et frissons. La répétition des cycles entraine une anémie. Celle-ci s’accompagne de dysérythropoiése
ce qui aggrave le phénomene. Les mérozoites libérés vont envahir les globules rouges réceptifs de
proximité et a distance, afin de pérenniser le cycle parasitaire. L'hémolyse libére de I'hémoglobine

libre, de I'arginase et de ’ADMA (diméthyle arginine asymétrique) dans le plasma.
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1.2.3.3 Consommation et altération de la synthése de I'oxyde nitrique (NO) : un
puissant régulateur de ’lhoméostasie endothéliale

L'infection palustre perturbe le métabolisme de loxyde nitrique (NO), puissant métabolite
vasodilatateur a effet paracrine (local) et entraine une activation délétére de I’endothélium [57].
L’hémoglobine libre consomme le NO libre plasmatique pour donner naissance a son métabolite
inactif, du nitrate (NO3-). Il en résulte une diminution progressive des stocks de NO de provenance
endothéliale et de son action vasorégulatrice. L’arginase libérée des hématies rompues transforme
I’arginine en ornithine. Le stock disponible d’arginine diminue donc, réduisant |'activité de fabrication
du NO, par la voie NOS (Nitric Oxyde Synthetase) dépendante de l'arginine intra endothéliale
(cellulaire). La kinase RhoA a un effet inhibiteur de NOS. La voie de fabrication NOS intracellulaire
utilise de I'oxygene, de I'arginine et du NADPH comme substrat pour la fabrication du NO. En
I’'absence d’arginine, la NOS agit comme une oxydase et produit des radicaux libres (toxiques) a partir
d’oxygéne moléculaire et du NADPH. A I'état de fonctionnement normal I’arginine intracellulaire est
transformé en ADMA par une méthylase. Cette ADMA, inhibiteur de NOS, est transformée en
citrulline par la diméthylarginine diméthylaminohydrolase (DDAH). La DDAH joue un rodle de
régulateur indirect sur la fabrication de NO en métabolisant 'ADMA. L'arginine et I’ADMA peuvent
franchir la membrane cellulaire endothéliale dans les deux sens par le biais d’un transporteur
cationique (CAT). La résultante de la consommation d’arginine et de I'excés d’ADMA est une

diminution de fabrication de NO et de son action vasodilatatrice.

Il en résulte une vasoconstriction secondaire a la diminution de la concentration de NO disponible.
Une étude réalisée en Indonésie au cours du paludisme grave de 51 patients comparés a un groupe
de 48 malades non sévéres a révélé une diminution du NO exhalé et de la concentration plasmatique
de L-arginine chez les malades les plus graves (10,5 ppb vs. 16,5 ppb, chez les cas graves et les cas
simples respectivement, p=0,02). Dans cette méme étude, |'évaluation de I'activation endothéliale
par la mesure d’un index (RH-PAT) a révélé une vasoconstriction plus importante au cours du

paludisme grave et réversible (augmentation de 19%) apreés injection d’arginine [58].

1.2.3.4 L’inflammation vasculaire
Le glycosylphosphatidylinositol (GPI) d’origine parasitaire déclenche une réaction inflammatoire, au
contact des récepteurs Toll de la surface endothéliale (Toll-like receptor 2-TLR2). Il s’ensuit
I'activation de la voie NF-kB et la transcription de cytokines inflammatoires (comme le Tumor
necrosis factor - TNF), I'expression de molécules d’adhésion (ICAM1) et de facteurs pro-coagulants
(facteur tissulaire -TF). Le NO, s’il est en concentration normale exerce un effet anti-inflammatoire en

inhibant la voie NF-kB.

37



1.2.3.5 Perte de I'intégrité de la barriere hémato-encéphalique
L'intégrité de I'endothélium vasculaire, et son imperméabilité, repose sur les jonctions serrées
(zonula occludens), structures fibrillaires et protéiques transmembranaires qui assurent la
coalescence des cellules endothéliales entre elles. Elles sont sous la dépendance de I'angiopoiétine 1
et de sa voie de signalisation une tyrosine kinase (Tie2). Au cours de I'accés grave I'angiopoiétine 2,
libéré par les corps de Weibel-Palade se fixe aussi sur la Tie2 mais sans transduction de signal
stoppant I'action de I'angiopoiétine 1. Des taux circulants élevés d’angiopoiétine 2 sont associés a la
rétinopathie et au déces au cours du neuropaludisme [59, 60]. La conséquence est une dégradation
des jonctions serrées entrainant fuite capillaire, inflammation, cedéme et hémorragies. Par ailleurs
dans ce contexte inflammatoire, le TNF stimule I'action de I'angiopoiétine 2 et I'expression d’ICAM1 a
la surface endothéliale aggravant la perte de contact entre les cellules. Dans le cadre de I'atteinte
cérébrale l'impact clinigue de la fuite capillaire/oedéeme vasogénique (accompagné d’une
augmentation de pression intracranienne) et de I'cedéme cytotoxique (réactionnel a la destruction
cellulaire) demeure une source d’interrogations. L'atteinte rétinienne au cours du paludisme
(blanchiment de zones rétiniennes au fond d’ceil) reflete I'obstruction hétérogéne de la
microcirculation cérébrale par la séquestration parasitaire donnant naissance a des micro-ischémies
cérébrales. Elle est associée au coma. Par contre I'cedéme cérébral diffus en général trés modéré, si il
est fréquent (51% des cas) ne semble pas corrélé au coma ou au décés au cours du paludisme grave
chez I'adulte au Bangladesh [61]. Au Malawi, chez I'’enfant, I'cedeéme cérébral de nature vasogénique
est corrélé a la gravité de la rétinopathie et du tableau clinique. Il s’y associe une hypertension

intracranienne avec engagement de I'uncus et/ou du cervelet dans 10% des cas [62].

1.2.3.6 Exocytose des corps de Weibel Palade et facteur de Willebrandt
L’activation endothéliale entraine I'exocytose des granules de Weibel-palade qui sont des organelles
intracellulaires de stockage de la cellule endothéliale. Elles contiennent des multiméres de facteur de
Willebrandt (VWF) qui intervient dans les étapes de la coagulation, de la sélectine P qui a un réle
dans le recrutement macrophagique et de I'angiopoiétine 2, entre autre composants. Le VWF libéré
interagit avec les plaquettes (par le récepteur CD36) et déclenche un phénoméne thrombotique. Les
multimeres de VWF accrochent les plaquettes circulantes et crée un ancrage et des ponts avec les
globules rouges infectés et I’endothélium aggravant I'obstruction vasculaire. Les multiméres de vVWF
sont normalement clivés et inactivés par une protéase, ADAMTS13 (une disintégrine et
métalloprotéinase avec domaine thrombospondine-like de type 1), ce qui limite I'extension de la
thrombose. Il a été noté une réduction d’activité et de quantité d’ADAMTS13 et une abondance de

long multiméres de VWF au cours du paludisme grave [63]. Son interaction avec les plaquettes
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expliquerait de maniere assez satisfaisante la thrombopénie, I'agrégation plaquettaire et la maladie

microvasculaire (activation endothéliale) qui caractérise le paludisme [57, 64, 65].

1.2.3.7 Thrombose et hypercoagulabilité
Le facteur tissulaire, exprimé a la surface de la cellule endothéliale, activée par I'inflammation et la
présence des hématies parasitées va recruter des facteurs de coagulation et activer la thrombine
[64]. Celle-ci catalyse les dépbts de fibrine qui agrégée aux plaquettes circulantes va constituer un
thrombus. Celui-ci bloque la lumiére des petits vaisseaux et stoppe le flux sanguin. La thrombine
active aussi une protéase (récepteur PAR) de la surface endothéliale qui couplée aux protéines G
entraine une rétraction du cytosquelette et I'expression de cytokines proinfllmmatoires et de
molécules d’adhésion [66]. Les études autopsiques montrent des résultats contrastés en mettant
parfois en évidence la présence de thrombis au sein des vaisseaux cérébraux de sujets décédés [65].
Cet état d’hypercoagulabilité peut s’accompagner de réels thrombis dans certaines circonstances
(chez les malades les plus graves) en rapport avec une activation endothéliale délétére [57] mais

probablement pas de maniere systématique et ne résume pas la physiopathologie de I'accées grave.

La figure 1-9 résume et schématise 'interaction des différents mécanismes et leurs conséquences

sur la pathogénése du paludisme grave.
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Figure 1-9. Schéma simplifié des interactions entre les différents mécanismes et leurs conséquences
qui interviennent dans la physiopathologie et la pathogénése du paludisme grave. Pq : plaquettes.
GRP : globule rouge parasité. GRNP : globule rouge non parasité. NO : oxyde nitrique.

1.2.3.8 Eléments discutés
Les éléments et mécanismes discutés ci-dessus font I'objet d’un consensus raisonnable auprés de la
communauté médicale et scientifique. Deux éléments intervenants dans la physiopathologie

pourraient étre rajoutés : les microparticules et la toxicité directe des cytokines sur le tissu cérébral.

Les microparticules sont des vésicules microscopiques issues de la vésiculation de membranes
cellulaires de différentes cellules. Elles dérivent ainsi des plaquettes, des leucocytes, des globules
rouges, des cellules endothéliales. Elles expriment a leur surface des molécules d’adhésion propre a
leur type cellulaire d’origine. Ces molécules facilitent I'attache de facteurs de coagulation renforgant
la cascade signalisation-coagulation-inflammation. Le taux des microparticules dérivées de
plaquettes, par exemple, a été positivement associé a la profondeur du coma et a la thrombopénie
au cours du neuropaludisme [67]. La place des microparticules comme responsable de pathogénicité

ou cofacteur dans la pathogénése du paludisme grave reste a préciser.
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Si des cytokines, en tant que messagers intercellulaires sont libérées en masse pendant ces phases
d’inflammation et d’interaction cellulaire (hyper expression d’ICAM-1), la toxicité directe de celles-ci
est moins claire. Le TNF, cytokine pyrogene, libéré suite a la libération des mérozoites, est
surexprimé dans les zones de séquestration intense. Son taux varie de maniére importante en
rapport avec la rupture des schizontes. Au stade précoce de la maladie il pourrait avoir un réle
protecteur et un role délétere au stade tardif. Certains polymorphismes dans les génes codant pour
I'interféron gamma (IFN-y) et I'interleukine 12 (IL-12) jouant sur la balance Thl —Th2 de la réponse
inflammatoire et anti inflammatoire seraient associés au neuropaludisme [68]. Bien que les taux des
différentes cytokines puissent étre élevés ou abaissés aucune cytokine n’a montré un role

directement létal [69].

1.2.3.9 « Lebon grain de l'ivraie »
La plupart de ces éléments physiopathologiques ont été décrits sur des modeles murins d’infection
plasmodiale. Cependant 3 éléments semblent avoir un réel impact en santé humaine. La
séquestration, le métabolisme du NO et l'altération de la barriere hémato-encéphalique semblent
étre les pierres angulaires de I'expression clinique du paludisme grave. La variabilité phénotypique de
la physiopathologie peut aussi s’expliquer par les éléments lié a I'hote (terrain génétique de
susceptibilité liée a des mutations dans les génes codant pour la synthése d’IL-4 par exemple [70]) ou
certaines souches plasmodiales qui induisent un paludisme « différent », fonction de la régulation

immunitaire dirigé contre lui (cf. infra) [71].

1.2.4 Effet de I'dge parasitaire sur I’expression clinique : nosologie chronologique et

histopathologique

1.2.4.1 Evaluation de la charge parasitaire : corrélation a la gravité
Il résulte de la séquestration, la quasi-absence de formes matures parasitaires (trophozoites,
schizontes) dans le sang périphérique circulant des patients infectés par P. falciparum. De fait la
parasitémie (nombre de globules rouges infectés rapporté aux globules rouges totaux sur du sang
prélevé de patient, donc — par définition — périphérique) mesurée par les techniques classiques
(frottis sanguin, goutte épaisse) est un mauvais reflet de la biomasse parasitaire totale [72]
puisqu’elle ne met en évidence que la biomasse parasitaire circulante et non pas la biomasse
séquestrée dans les petits vaisseaux [73]. L'impact de la séquestration sur le fonctionnement des
organes est corrélé a I'importance et a la synchronisation en age de cette biomasse parasitaire et de
sa capacité a séquestrer [74]. Il est admis depuis les années 30 qu’il existe une relation forte entre

une parasitémie élevée et la mortalité. Sur une série de 750 cas, colligés a Kuala Lumpur en 1937, le
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seuil de 2% de parasitémie était associée a une mortalité de 7% et celle-ci atteignait 63% lorsque la
parasitémie dépassait 10% [75]. La parasitémie donne une indication du nombre de parasites et de
leurs hématies hotes, susceptibles de cytoadhérer dans les 24 heures suivant le prélévement, et fait
partie des critéres de gravité méme si cette parasitémie ne représente que la partie (visible) de la
population parasitaire totale. Une parasitémie élevée (>20%) est toujours considérée comme grave
et ce, quel que soit le niveau de prémunition du malade considéré [76]. L'existence de cette
synchronisation parasitaire et du moment de réalisation du frottis sanguin explique les observations
cliniques connues de longues dates. Elles traduisent la grande variabilité de la relation entre la
parasitémie et le pronostic. Certains patients a parasitémie élevée semblent tolérer de fortes charges
parasitaires circulantes, parfois jusqu’a 50%, alors que d’autres sont retrouvés dans le coma avec une
parasitémie de 0,1% [73]. La population parasitaire visualisée sur lame est caractérisée par sa
jeunesse (anneaux, jeunes trophozoites) et de fait I'absence d’expression de molécules d’adhésion et
de capacité immédiate a séquestrer. Dans un modele parfaitement synchronisé de croissance
parasitaire (moins de 4 heures de déviation standard de I'dge parasitaire des populations présentes
chez un individu) le phénomene de séquestration surviendra au méme moment compte tenu du fait
que les parasites ont a peu prés le méme age [73] (il est estimé le début de séquestration effective
dans la microcirculation a 16-20h de maturation parasitaire [77]). Il en résulte la possibilité de voir
dans le sang périphérique des parasitémies élevées constituées de populations parasitaires jeunes,
n’ayant pas encore adhéré sans retentissement clinique majeur immeédiat. La situation peut changer
du tout au tout, quelques heures plus tard aprés maturation et séquestration progressive des
globules rouges parasités. La parasitémie réalisée a partir de ce moment la, en conséquence,
diminuera rapidement a mesure que la population parasitaire cytoadhére et disparait du sang
périphérique [74]. La gravité du paludisme est corrélée a la biomasse parasitaire mais aussi a la
proportion de la biomasse séquestrée au moment du prélevement donc au degré moyen de maturité

de la population parasitaire totale [78].

L’ « Histidine Rich protein » de type 2 (PfHRP2), une protéine produite par P. falciparum, stockée
dans le cytoplasme et la vacuole nutritive du parasite, joue un réle dans la polymérisation de ’héme
en hémozoine. Elle est libérée dans le plasma lors de la rupture des schizontes, essentiellement
(89%). Soluble dans I'eau, son taux est corrélé a la biomasse parasitaire totale, et au contraire de la

parasitémie, est étroitement corrélée a la gravité clinique et au risque de décés [78].

1.2.4.2 Données histopathologiques corroboratives
Les études histopathologiques réalisées sur des patients décédés ont confirmé lintense
séquestration des hématies parasitées dans les organes vitaux, particulierement le cerveau, mais

cette séquestration est tres inégalement répartie entre les organes [69]. De plus au sein d’'un méme

42



organe certains vaisseaux peuvent étre totalement obstrués (Figure 1-10) alors que d’autres ne le
sont pas permettant le maintien du débit sanguin global au prix d’une vasodilatation importante du

réseau non infecté.

Figure 1-10. Coupe de 3 vaisseaux sanguins de tissu cérébral post mortem. 1: vaisseau ol

cytoadhére un schizonte. 2 : vaisseau obstrué par des schizontes a gauche, et des trophozoites
matures a droite. 3 : vaisseau a la lumiére libre (adapté de [69]).

Il a été montré que méme dans des vaisseaux apparemment occlus, les globules rouges non infectés
arrivent a franchir malgré tout les obstacles cellulaires constitués. Par ailleurs chez un patient donné,
il existe une cytoadhésion de formes synchrones par vaisseaux pris un a un (age identique) mais
I’'observation de plusieurs vaisseaux montre des stades parasitaires différents (Figure 1-11). Cela est

expliqué par la stimulation asynchrones des molécules d’adhésion [34, 69].

Figure 1-11. Coupe de vaisseaux cérébraux post mortem. Deux populations parasitaires d’'age
différent (schizontes et trophozoites) de P. falciparum séquestrés dans deux vaisseaux différents
d’un méme patient décédé (adapté de [69]).
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En cas d’infection a P. falciparum, I'absence de mixité des ages parasitaires dans le sang périphérique
suggére qu’une fois séquestrés, les globules rouges infectés ne peuvent plus passer de nouveau en
circulation générale. La congestion microvasculaire vasculaire cérébrale est d’autant plus importante
qgue le coma précédant la mort est profond et le déces rapide. Sur une série de 21 cas de décédés de
neuropaludisme, le taux de séquestration vasculaire cérébral atteignait 85% contre 14% chez 23

controles décédés de paludisme non cérébral [52].

In vivo, |“évaluation des débits sanguins au sein de certains organes (cerveau, foie, rein) a montré que
celui-ci était globalement conservé compte tenu de l'index cardiaque élevé et d’un plus faible
contenu artériel en oxygéne [79-82]. La mesure du taux de lactates sanguins, marqueur de glycolyse
anaérobie est plus informatif car plus étroitement corrélé au degré de séquestration [83, 84]. Par
contre des études évaluant la vitesse et la répartition du flot sanguin au sein méme des
microvaisseaux (rétine, rectum) chez les malades ont montré une hétérogénéité de cette
microcirculation sanguine. L'obstruction est compensée par la vasodilatation des vaisseaux libres
adjacents. De plus cette obstruction se léve a mesure que le patient guérit [84]. L'obstruction est un
phénomeéne réversible si le patient survit. L'évaluation de la vitesse érythrocytaire dans un lit
capillaire rectal a montré chez 43 patients atteints de paludisme grave, que des capillaires rectaux
étaient bloqués chez 67% d’entre eux alors que les vaisseaux adjacents étaient le siege d’une
accélération du débit capillaire (vitesse érythrocytaire > 750 um/s) dans 93% des cas. Le degré

d’obstruction capillaire est proportionnel a la sévérité [84, 85].

1.2.4.3 Théorie de la séquestration et les chainons manquants
S’il apparait évident que la séquestration globulaire est la pierre angulaire de la physiopathologie du
paludisme grave, elle n’explique pas tout. Au-dela de l'ischémie il n’est pas clairement établi
comment |'obstruction microvasculaire entraine la dysfonction d’organe et la mort. La pathogénese
de la fuite capillaire, de I‘'cedéme et des perturbations métaboliques demeure floue. Les autres
atteintes d’organes potentiellement |étales comme I'cedéeme pulmonaire, I'insuffisance rénale et
I'anémie ne sont qu’en partie expliquée par I'obstruction microvasculaire [69]. A contrario la
persistance de symptomes (coma persistant) et/ou la présence de séquelles (5 a 15 % chez I'enfant,
3% chez 'adulte atteints de neuropaludisme) malgré la disparition de toute séquestration est
possiblement expliquée par la persistance d’une activation endothéliale liée a la présence de résidus
membranaires et de pigment malarique associée a une atteinte de la signalisation axonale cérébrale

et de la substance blanche (Figure 1-12) [9, 86, 87].
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Figure 1-12. Vaisseau cérébral d’un patient décédé aprés plusieurs jours de traitement par quinine.
La parasitémie périphérique était de 80/uL (adapté de [34]).

1.2.5 Mesures de controle de I'hGte a I'exception de la rate : facteurs génétiques et

immunité (innée, acquise)

1.2.5.1 Des facteurs génétiques de résistance a l'infection, a la maladie, a la
maladie grave

Dans une perspective co-évolutive ('Homme moderne et Plasmodium sp. seraient apparus il y a
environ 100 000 ans), les mécanismes immuns de contréle de l'infection chez I’'Homme sont
étroitement liés a I'évolution parasitaire [71]. Il est assez remarquable de noter que certaines
maladies génétiques de I"hémoglobine (drépanocytoses), ovalocytose, hémoglobinose E, C ou des
enzymopathies (déficit en G6PD) et la distribution du paludisme se recouvrent géographiquement. Il
a été depuis longtemps supposé un avantage sélectif pour le parasite de sélectionner des génotypes
humains compatibles avec sa multiplication et sa croissance sans effet péjoratif majeur (paludisme
grave), qui coupe court a tout accroissement de population parasitaire. La drépanocytose a I'état
homozygote (génotype HbSS) entraine le décés dans les premiéres années de vie du patient en
I'absence de traitement. A I'état hétérozygote, le portage du trait drépanocytaire (génotype HbAS)

confere une résistance naturelle au paludisme grave. La prévalence du trait drépanocytaire se trouve

45



de fait maintenue dans les populations d’Afrique Subsaharienne a 10-20%, car elle confere un
avantage sélectif réciproque aux populations atteintes et au parasite. Les mécanismes de protection
contre le paludisme incluent une croissance parasitaire abaissée en cas de faible pression partielle en
oxygéne (HbAS), une diminution de cytoadhérence (HbAS, HbCC, HbAC), un taux d’invasion
globulaire réduit (ovalocytose), une plus faible densité parasitaire (déficit en G6PD), une réduction de
multiplication a de fortes densité parasitaire (HbAE) [88-90]. Autant de génotypes humains qui

limitent la morbidité de I'infection palustre tout en pérennisant la circulation du parasite.

1.2.5.2 Acquisition d’une protection naturelle : données observationnelles
La qualité de la protection immune face a I'infection et son acquisition est fonction de I'exposition a
la maladie. Dans les zones d’exposition pérenne et importante avec de forts EIR (Afrique
Subsaharienne, Océanie) la morbidité et la mortalité dues a la maladie est importante durant
I’enfance et décroit ensuite. Progressivement au cours du temps on note une disparition de survenue
des acces graves, une moindre incidence des accés simples et une forte prévalence de parasitémie
asymptomatique. L'immunité palustre, au contraire d’autres infections, virales ou bactériennes, n’est
pas totalement immunisante. Elle s’acquiert a force d’infection répétées, d’abord contre le
paludisme grave, puis les formes simples et enfin contre la parasitémie isolée (Figure 1-13) [91].
Schématiquement on parle de paludisme maladie et paludisme infection pour dissocier I'état de
susceptibilité a la maladie clinique (grave ou simple) et a la parasitémie présente mais sans

symptomes.
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Figure 1-13. Graphique d’acquisition au cours du temps de la protection contre l'infection a P.
falciparum en zone de haute transmission (adapté de [40, 92]). En pratique clinique, I'dge de 5 ans
constitue un seuil important en termes de morbi-mortalité. P. : paludisme.

L’étude d’une population migrante naive de tout contact antérieur avec le parasite vers une zone
hyperendémique pour le paludisme (243 migrants partis de Java et arrivé en Papouasie suivis sur 33
mois), a montré que l'acquisition d’'une immunité clinique (parasitémie sans fievre) nécessitait 4
infections [92]. Dans les zones géographiques de faible transmission, erratique ou focale, aussi
appelée zone de transmission instable, I'immunité protectrice ne peut se mettre en place. La maladie

symptomatique, des formes graves aux formes simples peut survenir dans toutes les classes d’age.

Une fois acquise la prémunition persiste probablement partiellement malgré I'absence de rappel
naturel de la maladie (absence d’exposition itérative a la maladie). Une série de 252 malades nés en
Afrique, immigrés en France depuis au moins 4 ans, ayant contracté leur infection lors d’un court
séjour en Afrique Subsaharienne, a été comparée a 52 cas de paludisme survenant chez des touristes
européens sans immunité préalable. Le niveau de parasitémie était significativement moins
important dans le groupe migrant par rapport aux touristes européens (0,8% vs. 1,4%) et I'incidence

des acces graves était de 4,4% vs. 15,2% respectivement [93]. Par ailleurs le groupe migrant
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présentait de plus fort taux d’anticorps anti P. falciparum et une clairance parasitaire accélérée par

rapport aux contrdles (55 heures et 63 heures respectivement).

1.2.5.3 Des éléments explicatifs de réponse immune innée et adaptative
La réponse immune qui se met en place intéresse les différents stades parasitaires. On parle
d’'immunité protectrice contre les stades cutanés, hépatiques, sanguins, et les formes sexuées du
parasite. Pour la phase sanguine, phase principale d’accroissement populationnel pour le parasite,
I'inflammation, sa régulation et la réponse anticorps sont les deux éléments des réponses immunes
innées et adaptatives, qui concourent au controle de I'infection et de la maladie qu’elle entraine. Les
cellules de la réponse innée (NK, NKT, y8T, mastocytes, neutrophiles) inhibent la croissance
parasitaire, déclenchent la réponse inflammatoire et orientent la réponse immunitaire adaptative.
Les cellules y&T puis plus tardivement les cellules a3 T sont sources majeures d’IFN-y, entrainant une
destruction des globules rouges infectés par activation des macrophages. Si I'lFN-y et le TNF ont aussi
un réle directement toxique pour la croissance parasitaire en contrdélant la synthese de radicaux
toxiques et de NO, leur synthése en exces est associée au neuropaludisme et au déces (cf. supra).
Compte tenu de 'aspect de I'acquisition de 'immunité anti palustre (Figure 1-13), il est cohérent de
penser que cette immunité, lentement acquise au cours du temps, est une forme de tolérance
progressive a I'inflammation causée par la présence parasitaire. Ces mécanismes immunorégulateurs

et adaptatifs sont encore en grande partie incompris chez 'Homme [71].

La perfusion d’'immunoglobulines purifiées (IgG) de patients immuns vis-a-vis du paludisme a des
enfants malades de paludisme entraine leur guérison rapidement (diminution de charge parasitaire
et disparition de la fievre) [94]. La constitution d’'une immunité B spécifique et stérilisante est rendue
difficile par la grande variabilité génétique et antigénique des protéines exprimées par P. falciparum
[95]. Plus de 5000 protéines parasitaires vont étre la cible des anticorps dont I'acquisition nécessite
plusieurs infections. Il faut plusieurs années d’exposition au parasite afin de répondre a la diversité
antigénique des protéines exprimées a la surface des globules rouges infectés, en particulier P/EMP1
[96]. Il s’agit de constituer un répertoire protecteur d’anticorps suffisamment large qui confere une
protection vis a vis de I'infection (Figure 1-14). C'est le défi majeur de la vaccination, non encore
définitivement relevé. La recherche se focalise actuellement sur des protéines hautement conservées
chez le parasite essentielles a son développement, et en général faiblement immunogénes, comme

par exemple la « P. falciparum reticulocyte-binding protein homologue 5 ».
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Figure 1-14. Acquisition de I'immunité anti palustre anti P. falciparum en zone de transmission
saisonniere. L’acquisition d’un taux d’'lIgG protecteur nécessite plusieurs saisons d’infection dans ce
contexte de saison palustre (des pluies) et de saison seche. La premiére année de vie est marquée
par la protection anti palustre conférée par les anticorps maternels (adapté de [71]). Ac Matrnl :
anticorps maternels. PG : Paludisme Grave. PS : paludisme simple.

L'immunité contre le paludisme grave implique probablement I'acquisition d’anticorps spécifiques de
souches plasmodiales qui neutralisent des variants antigéniques particulierement pathogénes (sous
ensemble de PfEMP1s au potentiel tres cytoadhérent). Il s’y associe I'induction de mécanismes
régulateurs qui contrdlent la réaction inflammatoire excessive secondaire a la présence parasitaire
(le phénoméne de tolérance progressive). Ces deux phénomenes nécessitent de multiples
expositions a P. falciparum pour étre mis en place et maintenus dans le temps. Chez le petit enfant la
réponse anticorps spécifique est de courte durée. Chaque année d’exposition entraine un
accroissement progressif de I’éventail de la réponse spécifique aux différents antigenes rencontrés et
un accroissement des taux d’lgG spécifiques qui persisteront a terme, en I'absence de transmission
(saison seche, Figure 1-14). Ce taux ne conférera une réelle protection qu’aprés avoir dépassé un

seuil critique (seuil protecteur).
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1.2.6 Epidémiologie générale du paludisme, impact en santé humaine

1.2.6.1 Epidémiologie mondiale du paludisme
Le paludisme est la plus importante des maladies parasitaires au plan mondial, I'une des 3 priorités
de santé publique pour 'OMS avec la tuberculose et le VIH/SIDA [2]. Maladie présente dans 108
pays, 3 milliards de personnes sont a risque de la contracter. En 2010 I'OMS fait état de 216 millions
de cas responsables, selon les différents modes d’estimation, de 655000 a 1,2 millions de morts, soit
environ 2000 morts par jour directement liés a la pathologie [2, 97]. Plus de 80% des cas surviennent
en Afriqgue Subsaharienne. L’essentiel des déces sont observés en Afrique (90%) et touche
principalement les enfants de moins de 5 ans dans 85% des cas. La principale espéce responsable de
mortalité est Plasmodium falciparum. Le paludisme chez la femme enceinte, due a P. falciparum ou
P. vivax entraine des déceés maternels, des avortements mais surtout en zone endémique des retards
de croissance intra utérin et une mortalité infantile importante. Il est noté depuis une dizaine
d’année une diminution appréciable du nombre de cas (diminution 17% depuis I'an 2000) et du
nombre de morts (diminution de 26% de la mortalité spécifique). Cette réduction cache des
disparités importantes puisque elle est le fait de 43 pays qui ont vu l'incidence de la maladie se
réduire de 50%, alors qu’elle est quasiment inchangée pour le reste des pays concernés. Malgré tout
plusieurs éléments concourent a cette amélioration : 'augmentation des fonds alloués a la lutte
antipaludique (prévention, traitement préventif et curatif par thérapie comportant un dérivé
d’artémisinine) - 2 milliards de dollars en 2011 - et un meilleur diagnostic de la maladie (utilisation
des tests rapides-TDR) entrainant une baisse du nombre de cas rapportés (seuls les cas avérés par
test rapide sont comptabilisés depuis 2000 ce qui n’étaient pas le cas auparavant). Cette
amélioration ne doit pas faire perdre de vue I'apparition de résistance aux dérivés de I'artémisinine,
les médicaments antipaludiques les plus puissants et les plus efficaces. Sont notées aussi des
modifications comportementales vectorielles (modification du lieu de repas sanguin par le
moustique) et humaines (destruction de la forét primaire de Bornéo et apparition de cas de

paludisme humain a P. knowlesi) qui peuvent obérer les progrés notés ces derniéres années [98, 99].

1.2.6.2 Epidémiologie frangaise du paludisme et du paludisme grave
La France est le pays non endémique qui compte le plus grand nombre de cas de paludisme
d’importation au monde. Elle rend compte de 20% des cas mondiaux de paludisme d’importation. Le
Centre National de Référence (CNR), qui enregistre environ 50% des cas survenant sur le territoire,
estime un nombre annuels de cas compris entre 3500 et 4800 entre 2006 et 2011. Pour 2013, ce
nombre a été estimé a 4100, sans aucun cas autochtones (paludisme transfusionnel ou lié a d’autres
espéces que P. falciparum). Une augmentation de 14% du nombre de cas par rapport a 2012, est

notée [100]. Cette évolution se poursuit en 2014. La maladie est contractée en Afrique sub-
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saharienne dans plus de 95% des cas et touche essentiellement les migrants nés en Afrique lors de la
visite a la famille pendant les congés estivaux (80% des cas). Quatre-vingt huit pour cent des cas sont

dus a P. falciparum.

Le réseau du CNR a enregistré 1606 cas de paludisme grave entre 2000 et 2011, soit 4,8 % du total
des cas survenus. L'incidence du paludisme grave augmente depuis 10 ans et la mortalité annuelle
par paludisme en France reste de 10 a 20 personnes. En cas de paludisme maladie, une visite initiale
a un médecin de ville (plutét qu’une consultation directe a I’'hopital), un délai diagnostique de 4 a 12
jours, un diagnostic effectué en automne ou en hiver, un age élevé, étre originaire d’'une zone non-
endémique, une infection contractée en Afrique de I'Est et une chimioprophylaxie inadaptée au
regard du niveau de résistance du paludisme du pays visité, sont autant de facteurs de risque de
paludisme grave [101-103]. Les quatre derniers parametres de cette liste sont aussi associés a un
risque accru de déces. A I'image de I'épidémiologie générale, les formes graves sont le fait de P.
falciparum (98% en 2011), contracté en Afrique (98% en 2011). Les ages extrémes (moins de 2 ans,
plus de 60 ans) sont des facteurs de risque de forme grave. Certains critéres de paludisme grave sont
considérés de meilleur pronostic s’ils existent seuls chez le malade. Il s’agit de I'hyperparasitémie, de
I’hypoglycémie, de I'anémie sévere, de I'ictére ou hyperbilirubinémie. lls sont rares dans |’expérience
frangaise (2% en 2011 contre 6% en 2010). La parasitémie médiane des accés grave a P. falciparum
est de 6 %. Moins de 10 % des patients atteints de paludisme grave ont une anémie marquée a

I’admission (taux d’hémoglobine sérique < 8 g/dl).
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1.2.7 Résumé du chapitre

Le paludisme grave, la forme la plus sévere de I'infection reste responsable chaque année d’environ
655000 a 1,2 millions de morts, essentiellement des enfants africains. Le coma, I'anémie et I'acidose
sont les formes cliniques du paludisme grave se grevant de la plus lourde morbi-mortalité. La
séquestration microvasculaire des érythrocytes infectés et non infectés, un déséquilibre du
métabolisme du NO et l'altération de la barriere hémato-encéphalique semblent étre les pierres
angulaires de I’expression clinique du paludisme grave. Une relative protection contre le paludisme
grave, puis contre le paludisme simple puis contre la simple infection s’acquiert au fil des années
d’exposition a la maladie en zone d’endémie. Elle est appelée prémunition.
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1.3 Le globule rouge au cours de I'infection a P. falciparum
Le globule rouge ou érythrocyte est la cellule hote de P. falciparum ou se produit la multiplication
parasitaire la plus importante. Le stade érythrocytaire asexué est le seul associé a |'apparition de

symptdmes et de signes cliniques.

1.3.1 Micro-anatomie et histoire naturelle
A 'homéostasie, I'érythrocyte est une cellule sans noyau de forme biconcave d'un diametre de 5 a 7
pm. Sa membrane est constituée d’une double couche lipidique dans laquelle s’insere nombre de
protéines reliées au cytosquelette sous-membranaire. Certaines de ces glycoprotéines et certains
glycolipides expriment a la surface du globule des déterminants des groupes sanguins (glycophorines
A et B du systéme MNS, ABO, Rh, Kell, Duffy, etc.). D’autres (par exemple la Bande 3) contribuent a
déterminer la morphologie du globule et ses propriétés antiadhésives (par exemple I'acide sialique
du glycocalix) ou d’échappement a I'opsonisation par le complément (CD35, « Decay Accelerating
Factor »-CD55, CD59)". Le cytosquelette est constitué de deux chaines polypeptidiques de spectrine
interagissant avec de la tropomyosine et de courts filaments d’actine. Les protéines ankyrine et
bande 4.1 servent de points d’ancrages et de relais de fixation des protéines transmembranaires au
cytosquelette. Ce cytosquelette confere a I'érythrocyte sa capacité a se déformer de maniére
majeure tout en conservant dans le temps sa forme biconcave lui permettant de franchir des

obstacles anatomiques de diametre tres inférieur au sien (<2 um).

1.3.1.1 Sénescence, mort et naissance
La perte progressive de cette biconcavité et donc de déformabilité entraine a terme une rétention
splénique du globule rouge et une hémolyse extravasculaire. Cette augmentation de rigidité est
corrélée a I'age globulaire [104]. Les érythrocytes circulants accumulent des lésions oxydatives
accompagnées de I'externalisation de phosphatidylsérine [105] et de modifications antigéniques de
la bande 3 qui entrainent une phagocytose du globule rouge sénescent et recyclage de son
hémoglobine [105-108]. A I’'homéostasie, il disparait chaque jour environ 1% de la masse globulaire

totale qui est compensée par la production de 1% de nouveaux globules rouges [107].

A CD 35 et CD55 (DAF), CD59 : inhibiteurs physiologiques de I'activation du complément. Le CD 35 fixe le C3b en
le dissociant du complexe convertasique. Le CD55 inhibe la C3 convertase (C4bC2a), qui normalement active la
premiere étape de l'activation du complément. Le CD59 lie la fraction C8 du complément empéchant la
constitution du Complexe d’Attaque Membranaire (C3b-C5bC6C7C8C9). Le déficit en CD59 et en DAF est
responsable de «I’'Hémoglobinurie Paroxystique nocturne » secondaire a I'activation du complément
entrainant la lyse globulaire.
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1.3.1.2 Production médullaire
En cas de raccourcissement de la durée de vie des globules rouges la moelle va compenser la perte
par un accroissement de production d’érythrocytes immatures : les réticulocytes. Cette production
peut étre augmentée jusqu’a un facteur 6 selon la demande. Si cette perte est plus importante (i.e.
durée de vie des globules inférieure 3 1/6°™ de la durée de vie moyenne normale globulaire, soit
moins de 20 jours), ce qui survient lors des hémolyses importantes (anémie hémolytique), la moelle
ne peut compenser la perte et I'anémie sera déclarée cliniquement et biologiquement [108]. Si la
moelle n’est pas a méme de fonctionner correctement d’emblée (cf. infra) les conséquences de la
perte seront d’autant plus flagrantes. A titre d’exemple, lors de I'infection a I’érythrovirus Parvovirus
B19, les progéniteurs érythroides sont la cible de la réplication virale. Il s’ensuit une disparition de
toute production médullaire érythroide (réticulocytose) pendant 7 a 10 jours chez le sujet non
immunodéprimé, avant une récupération progressive. La chute d’hémoglobine durant cette période
est de l'ordre de 1 g/dl soit environ 7% pour un sujet doté de 13g/dl d’hémoglobine au début de

I'infection virale [109].

1.3.1.3 Index de production réticulocytaire (RPI)
L'index de production réticulocytaire évalue si la production de globules rouges (érythropoiése sous
la dépendance de I'érythropoiétine-EPO) est adaptée au niveau d’anémie. En cas de défaillance
médullaire partielle la présence de réticulocytes (globule rouge contenant encore de I’ARN ribosomal
cytoplasmique) dans le sang périphérique ne traduit pas forcément une réponse adaptée au niveau
d’anémie (on parle alors d’insuffisance médullaire ou de régénération insuffisante). La maturation
physiologique d’un réticulocyte dure 4 jours ; 3 jours dans la moelle (stade O, |, Il, 1ll) et un jour dans
le sang périphérique (stade IV) avant de devenir un jeune globule rouge débarrassé de tous résidus
d’ARN. En cas d’anémie le passage plus rapide dans le sang des réticulocytes médullaires donne une
fausse impression de production adaptée; ce n’est pourtant pas la preuve d'une érythropoiese
adéquate. Un calcul permet, en tenant compte de I’'hématocrite, abaissée en cas d’anémie, d’estimer
grossierement |'efficacité réelle de la production médullaire de remplacement [110-112]. Cet indice
est fiable surtout en situation d’hémolyse stable, il est plus difficile a interpréter en contexte trés

dynamique ou l'intensité de I’hémolyse fluctue d’un jour a l'autre.

1.3.2 Hémolyse intra et extravasculaire : une distinction difficile
L'anémie hémolytique, quelle que soit sa cause, résulte de la destruction prématurée extravasculaire
et/ou intravasculaire des globules rouges. L'hémolyse extravasculaire est aussi le devenir des

globules rouges sénescents dont la déformabilité ou la surface sont altérées.
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La destruction extravasculaire des érythrocytes, appelée « hémolyse extravasculaire », reléve en fait
d’une phagocytose d’érythrocytes entiers et seule la véritable lyse concerne le processus
intravasculaire (destruction de la paroi érythrocytaire). L'usage et la pratique ont gommé cette
distinction physiopathologique, résultant de travaux anciens menés avec des globules rouges
marqués au Cr°". Par extension de langage I’'hémolyse est dite extravasculaire et intravasculaire pour
définir le lieu de la destruction qui releve en fait de processus différents. Cette définition oppose une
destruction survenant dans un secteur circulant limité par un endothélium (vaisseaux, stricto sensu
« intravasculaire »), d’un secteur circulant non limité par un endothélium, donc par définition
« extravasculaire ». La pulpe rouge splénique, lieu préférentiel de phagocytose, est de fait un secteur
circulant non vasculaire au sens histologique de la définition des vaisseaux (présence d’un
endothélium). Elle est le cadre d’une destruction globulaire par phagocytose d’érythrocytes entiers,
dénommé « hémolyse extravasculaire », par extension de langage. Nous garderons cette distinction

consacrée par 'usage mais qui ne reléve pas de la méme physiopathologie en réalité.

En cas d’hémolyse intravasculaire, I’'hémoglobine plasmatique est libérée dans le plasma par la
destruction globulaire. L’haptoglobine (une alpha-globuline antioxydante qui limite la toxicité du fer
de ’hémoglobine) lie les molécules de globines libérées, alors que ’hémopexine prend en charge les
molécules d’heme. Leurs taux sont effondrés en cas d’hémolyse intravasculaire méme modérée. Le
complexe haptoglobine-globine est rapidement (quelques minutes) dégradé par le systéeme
monocyte-macrophage [113]. Lorsque la capacité de fixation par I’haptoglobine de I’'hémoglobine
libre plasmatique est dépassée, I'hémoglobine est filtrée par les reins. Si la fonction de réabsorption
rénale tubulaire de I’'hémoglobine est surpassée par I'importance de I’hémolyse, une hémoglobinurie
survient [108]. L’'hémolyse s’accompagne d’une augmentation de lactate déshydrogénase (LDH)
libérée dans le plasma par la destruction globulaire. C'est un marqueur non spécifique mais trés

évocateur d’hémolyse dans ce contexte.

L’hémolyse extravasculaire est secondaire a I'activation du systéme monocyte-macrophage et se
produit essentiellement dans la rate. L’hémolyse extravasculaire est caractérisée par des
modifications membranaires globulaires avec I'expression de phosphatidylsérine et de haut niveau
d’annexine V (marqueur d’apoptose), de la diminution de CD35 et CD55 (DAF) permettant une
sensibilisation a la phagocytose [105]. Il s’y associe la présence de marqueurs d’activation de la
phagocytose par les monocytes—macrophages, comme I'augmentation de néoptérine ou la présence
de pigments d’hémozoine au sein des monocytes. L'étude de I'érythrophagocytose ex vivo des
globules rouges en présence de monocytes autologues de patients permet de prouver |'origine

extravasculaire d’'une hémolyse [111]. Elle se traduit aussi selon la durée et son importance par
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I’existence d’une splénomégalie plus ou moins importante [114]. En cas d’hémolyse extravasculaire

importante, I'haptoglobine peut étre aussi abaissée ou étre indétectable [113].

En pratique clinique il est souvent difficile de définir le type d’hémolyse rencontrée (intravasculaire
ou extravasculaire) et bien souvent les deux types d’hémolyses s’additionnent [111]. Ainsi une autre
maniere d’appréhender le probleme est de considérer I'importance de I’'hémolyse (réduction de la
durée de vie des érythrocytes) plutét que le lieu anatomique de celle-ci. Le tableau 1-2 résume les
perturbations biologiques rencontrées en fonction du type d’hémolyse (principaux marqueurs et
mécanismes effecteurs de I’hémolyse extravasculaire et intravasculaire) et du niveau d'importance

de I'hémolyse.
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Type d’hémolyse

Extravasculaire
(iRBC ou uRBC sont
phagocytés)

Intravasculaire
(iRBC ou uRBC sont lysés)

Marqueurs du
processus

Modifications
érythrocytaires qui sensibilisent
a la phagocytose :
Annexine V, Neoptérine /1
CD35,CD55 \

In vitro phagocytose des uRBC
Accumulation et phagocytose
des iRBC et des uRBC dans la
rate et la moelle

Haptoglobine et HéEmopexine
N
LDH et a-HBDH /1

Mécanismes cellulaires
suspectés (voir aussi
Chapitre 1.6)

Rétention mécanique splénique
des uRBC et des iRBC due a une
diminution de déformabilité

Phagocytose et opsonisation
des uRBC décorés par
RSP-2/RAP-2,
action du complément et faible
expression de CD55,
sensibilisation par anticorps

Stress oxydatif sur les uRBC et
les iRBC

Rupture des schizontes
séquestrés

Importance de I’lhémolyse

Hémolyse modérée
(durée de vie des GR
de 20 a 40 jours)

Hémolyse importante
(durée de vie des GR
de 5 a 20 jours)

Plasma ou sérum
Bilirubine

71, non conjuguée

71, non conjuguée

Haptoglobine \I,0u indosable indosable

Hémoglobine libre A A

LDH A, variable A A, variable
Urine

Bilirubine 0 0

Hémosidérine 0, + +

Hémoglobine 0 + (IVH)

Tableau 1-2. Mécanismes suspectés et évaluation semi-quantitative de marqueurs biologiques
d’intéréts en fonction du type et de I'importance de I'hémolyse. L'hémoglobinurie qui traduit un
dépassement des capacités de fixation et de réabsorption de ’hémoglobine libre plasmatique ne doit
pas étre confondue avec une hématurie. Celle-ci peut donner une fausse hémoglobinurie par lyse
globulaire, dans les urines, des érythrocytes entiers qui libérent de I’'hémoglobine (adapté et tiré de
[111, 113-128]). IVH : hémolyse intravasculaire.
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1.3.3 Modifications globulaires lié a I'infection plasmodiale a P. falciparum
L’infection globulaire va entrainer des remaniements de la paroi globulaire et de son cytosquelette.
Cependant les fonctions normales du globule vont étre préservées longtemps en termes d’échange

gazeux et de déformabilité. Elles sont essentielles a I’'hGte et aussi au parasite pour sa croissance.

1.3.3.1 L’invasion
Certaines des protéines transmembranaires globulaires (glycophorines, basigine, bande 3) sont aussi
des corécepteurs de l'infection plasmodiale et cible des adhésines et invasines mérozoitaires (cf.
supra). Des mutations dans les génes codants pour ces récepteurs globulaires membranaires
entrainent une diminution de I'efficacité invasive du parasite et de fait impacte sur la multiplication
parasitaire. Par exemple il existe dans certaines régions de Papouasie jusqu’a 30% du variant Gerbich
de la glycophorine C, il existe de nombreux variants de la glycophorine A ou B au Brésil. En
Mélanésie, I'ovalocytose héréditaire due a des mutations de la bande 3 d’une incidence de 10 a 30%
réduit I'invasivité parasitaire par altération du récepteur membranaire mais aussi par augmentation

de la rigidité globulaire [129].

1.3.3.2 Evaluation de la déformabilité
La déformabilité de I’érythrocyte dépend de 3 facteurs principaux : (i) la viscoélasticité membranaire,
(i) la viscosité cytoplasmique, et (iii) le ratio surface/volume (S/V) qui dépend de la géométrie

cellulaire [130, 131].

Différentes techniques ont permis d’évaluer les modifications de viscoélasticité et de surface/volume
au cours de l'infection plasmodiale. L'idée qui prévaut depuis plus de 20 ans est de reproduire la
contrainte physique appliquée a I'érythrocyte lors de son passage dans les capillaires les plus fins
(diametre < 4 um) et de mesurer les déformations subies par les globules infectés (a différents ages

parasitaires) ou non.

La viscoélasticité membranaire (la résistance élastique membranaire a la déformation) peut étre
évaluée par micropipettes de diametres variables (1,2 a 1,5um). Une dépression d’aspiration variable
(P, mesurée en mm d’eau) appliquée sur une surface constante oblige le globule a se déformer pour
entrer dans la lumiére de la pipette. La régression linéaire de la longueur du fragment de membrane
érythrocytaire aspiré dans la pipette (appelée « langue », L) est rapportée au gradient de pression
appliqué (dl/dP). Le résultat peut étre exprimé en microNewton/cm. Il est de I’ordre de S5puN/cm pour
des globules rouges sains [132]. On peut y ajouter la mesure du temps de récupération de la forme
antérieure du globule une fois la dépression stoppée. Le produit des deux donne une mesure de la

viscosité de la membrane (incluant manteau, feuillet lipidique et cytosquelette) [131].
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La variation du ratio S/V peut étre aussi évaluée par micropipettes. Les globules rouges sont mis en
présence de pipettes de diameétres de 2 um dotée d’une aspiration a pression constante de 2 cm
d’eau. La mesure de la partie aspirée qui prends une forme cylindrique (longueur de la portion
cylindrique) et la mesure du diametre de la partie restante a I'extérieur qui prend une forme
sphérique, permet de calculer le volume et la surface du globule rouge considéré. Alternativement,
I’ensemble du globule rouge est aspiré dans le cylindre de la micropipette (de diamétre connu) et se
transforme en un cylindre central limité par deux hémisphéres. Les rayons du cylindre et des
hémisphéres ainsi que la longueur du cylindre étant connus, la surface et le volume peuvent étre

calculés [131].

Les limitations de ces outils, auxquels on pourrait rajouter les microcapillaires [133], sont la nécessité
d’une préparation extemporanée des micropipettes - nécessitant une microforge colteuse et un
savoir-faire spécifique - et le faible nombre d’évenements analysables. Cette approche, quoique tres

informative est donc peu maniable et les conclusions peuvent manquer de robustesse statistique.

Il existe aussi une mesure globale de la déformabilité mesuré par I'index d’élongation (El). Par
suspension dans un cylindre rotatif contenant un liquide visqueux, I’ektacytométre de type LORCA
(Laser Optical Rotational Cell Analyser) soumet une population de globules rouges a des niveaux
croissants de cisaillement exprimés en Pascal (Pa). La diffraction elliptique d’un faisceau laser projeté
au travers de cette population globulaire sur un écran définit une silhouette moyenne a partir de
laquelle est calculé I'El. La contrainte de cisaillement progressivement appliquée va de 0,3 a 30 Pa.
Un régime de pression de 1,5 Pa a 15 Pa correspondrait au régime de pression rencontré du coté
artériolaire du réseau capillaire. Le régime de pression du coté des veinules post capillaires est de
I'ordre de 0,1 a 0,5 Pa. Un régime de 30 Pa correspondraient au régime de pression et de contrainte
mécanique rencontré au travers des fentes interendothéliales spléniques [134, 135]. C’'est une
évaluation globale qui ne permet pas de différencier les populations globulaires au sein d'un
prélevement sanguin mais apprécie la capacité d’élongation moyenne de la population globale

considérée. Ces résultats sont robustes et informatifs au plan clinique (cf. infra).

Un outil plus récent comme I'Amnis* (Imagestream Technology) combine les avantages de la
cytométrie en flux et du microscope. Il détermine sur des milliers de cellules, rendant les résultats
robustes, les dimensions (diameétre, périmeétre, surface projetée) et la morphologie (circularité,
sphéricité, compacité) de différentes populations globulaires au sein d’'un méme échantillon [136].
Son utilisation peut étre combinée a un dispositif qui reproduit la contrainte mécanique splénique et

physiologique appliquée aux globules rouges (microsphiltre, cf. infra).
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Il a été récemment montré que la perte de surface globulaire s’accompagne généralement d’une
« sphérisation » progressive du globule rouge associé a une diminution de I'El [136] a l'instar du

vieillissement naturel du I'érythrocyte [104].

1.3.3.3 Interaction membranaire et cytoplasmique : un impact rhéologique de
I'infection

L'intégration et la fixation de nombreuses protéines parasitaires dans la paroi globulaire au cours du
cycle vont entrainer de larges modifications de conformation érythrocytaire impactant directement
sur sa déformabilité. Le globule rouge parasité est le lieu d’un intense trafic intra-cytoplasmique. Plus
de 400 protéines différentes vont étre produites par le parasite en maturation. Nombre d’entre elles
apres avoir été libérées dans le cytoplasme vont interagir avec le cytosquelette globulaire et la
membrane. Le globule rouge infecté devient progressivement sphérique et sa surface se ponctue de
« knobs », ces granules électrodenses au nombre de 10 000 en moyenne qui interviennent dans la
cytoadhérence ultérieure [129]. Les protéines du cytosquelette vont interagir avec les protéines
parasitaires : la spectrine avec RESA (« Ring infected Erythrocyte Surface Antigen ») [137], PfEMP1,
KAHRP (« Knobs Associated Histidin Rich Protein ») et PfEMP3, l'actine avec PfEMP1, KAHRP et
PfEMP3, I'ankyrine avec KAHRP, la proteine 4.1 avec PfEMP1, PfEMP3, MESA (« Mature parasite
infected Erythocyte Surface Antigen ») et d’autres encore (Pf332 dont I'expression modulerait la
rigidité membranaire, la capacité adhésive au CD36 et I’expression en surface de PfEMP1) [129, 130,
132, 138]. KAHRP semble avoir une action sur la membrane plus rigidifiante que PfEMP3, tous deux
constituants importants du matériel de soutien des « knobs ». L’'évaluation de viscoélasticité
membranaire de souches plasmodiales délétées alternativement pour ces genes a montré que
KHARP contribuait pour 51% de la rigidité globale du globule rouge infecté contre 15% pour PfEMP3
[138]. L'étude de déformabilité d’une population de globules rouges infectés par des formes
annulaires (exprimant le RESA) montre une diminution du ratio S/V [131, 139]. Cependant I'existence
d’un seuil de rétention tissulaire permet d’expliquer la persistance de la circulation d’au moins une
partie de la population de formes annulaires. Ce seuil a été évalué a 17% de perte de surface

globulaire [139].

Ces interactions multiples réduisent la déformabilité érythrocytaire. Cette réduction est
proportionnelle a I'dge parasitaire. Plus le parasite est 4gé (trophozoites, schizontes), plus les
modifications liées aux interactions protéiques membranaires et la taille du parasite entrainent une
diminution de déformabilité [130-133, 138]. Elle s’Taccompagne d’une légére augmentation de rigidité
membranaire [131]. Dans un premier temps le ratio S/V diminue au cours de la perte de surface

globulaire entrainant une sphérisation érythrocytaire.
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Un mécanisme de compensation a été décrit au cours de la sphérocytose héréditaire (maladie
hétérogene caractérisée par un déficit ou modification en spectrine, ankyrine, protéine 4.2, bande 3
qui entraine une perte de surface globulaire), constituée d’une contraction volumique (par

déshydratation globulaire), maintenant le ratio S/V constant, au moins au début [136].
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1.4 Larate au cours de l'infection a P. falciparum

1.4.1 Un role majeur
De par ses fonctions immunologiques et ses capacités de filtration, la rate occupe un réle central
dans la physiopathologie de I'infection palustre et influence son déroulement. En témoigne la grande
fréquence de la splénomégalie en zone d’endémie palustre [140], la survenue de ruptures spléniques
pathologiques au cours ou au décours immédiat de linfection [141] et surtout la gravité plus
fréquente et plus marquée des premiers acces chez les patients splénectomisés [106]. Ses
compétences peuvent étre classées en deux fonctions complémentaires : la rate mécanique et ses
compétences de filtration (rétention et « pitting ») et la rate immunologique, élément essentiel de la

réponse immunologique innée et adaptative.

1.4.2 Larate mécanique : le filtre splénique, apprécie les compétences biomécaniques du
globule rouge

Un des roles de la rate humaine est d’apprécier les capacités de déformation des globules rouges et
d’épurer le sang des globules rouges altérés qu’il contient. Cette fonction est opérée par une
structure micro-anatomique splénique unique et originale qui controle la déformabilité et le contenu
des globules rouges : la fente interendothéliale (Figure 1-15). Celle-ci est responsable de la rétention
(sélection ou « culling ») des globules rouges insuffisamment déformables et de I'épépinage (ou
« pitting ») des résidus intra-érythrocytaires indéformables. Elles sont situées au niveau de la paroi
sinusale, interface entre les cordons de Billroth et la circulation veineuse intra splénique (lumiere des

sinus veineux) de la pulpe rouge splénique.
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Figure 1-15. Micro-anatomie de la fente interendothéliale (A2 Fleche blanche horizontale) que les
globules rouges (*) doivent traverser en se déformant B1-3, C1-3 lorsqu’ils circulent depuis les
cordons de Billroth (co) jusqu’a la lumiére sinusale (sl) dans la pulpe rouge splénique (Al)
(Microscopie électronique a balayage (A2-C2) et a transmission B3-C3) de rates humaines) (tiré de
[106, 125]).

1.4.2.1 Rétention érythrocytaire
En théorie, avant que le globule rouge sénescent ou altéré ne puisse plus s’adapter aux contraintes
de déformation imposées par le réseau capillaire (diamétre minimum 4-5 um) il sera retenu en
amont de la fente inter-endothéliale dont le diametre est inférieur a 2 um. Cette fonction originale
explique I'efficacité de la splénectomie dans le traitement de I'anémie au cours de certaines maladies
héréditaires « rigidifiantes » du globule rouge (sphérocytose héréditaire). Aprés splénectomie, les
globules rouges anormaux, trop rigides, ne sont plus retenus, et sont donc de nouveau présents dans
la circulation d’ou I'amélioration de I'anémie. En revanche, la circulation prolongée de globules
rouges rigides est sans doute responsable d’une partie des complications chroniques observées chez

les patients splénectomisés (thromboses, hypertension artérielle pulmonaire).

1.4.2.2 Le pitting : un phénomeéne naturel original et unique
Cette fente est aussi a I'origine d’un processus original physiologique qui élimine du globule rouge les

résidus nucléaires ou tout corps intra-érythrocytaire indéformable: le pitting [142]. A I'état
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physiologique ce mécanisme de pitting est illustré par I'expulsion des résidus nucléaires
érythroblastiques persistant parfois dans les réticulocytes [106]. En cas d’asplénie fonctionnelle ou
anatomique, I'absence de pitting naturel des résidus nucléaires, est révélée par exemple par la
présence de corps de Howell-Jolly et granulations de Pappenheimer® au sein du globule rouge, visible

sur le frottis sanguin.

La rate joue aussi un réle important dans la clairance parasitaire sous traitement antipaludique,
particulierement lorsque le traitement comporte un dérivé de I'artémisinine (artésunate,
dihydroartémisinine-DHA) [143]. Lors du franchissement de la fente interendothéliale splénique, les
corps figurés intra-érythrocytaires non déformables peuvent étre expulsés du globule rouge sans que

ce dernier soit lysé (Figure 1-16).

1. invasion d’'un globule rouge (GR) 2. Maturation d’un jeune trophozoite.

par Plasmodium falciparum. Des molécules parasitaires (dont Resa) sont déposées
a la face interne de la membrane érythrocytaire.

3. L’exposition d’un GR 4. Aufranchissement de la fente 5. LeGR préalablement
s s inter-endothéliale splénique, le infecté (Positif en
parasité a I'artésunate . L, ) Lo
induit d ltérati parasite altéré est expulsé de son EMIF, négatif au DAPI)
induit des afterations GR hote (processus de pitting) est relargué, intact,

arasitaires . .
P dans la circulation

Figure 1-16. Représentation schématique du phénomeéne de pitting et de sa mise en évidence par
utilisation de marqueur de protéine palustre RESA (Pf155) a la surface interne de la membrane
globulaire. EMIF : Erythrocyte Membrane ImmunoFluorescence. DAPI : DiAmidino Phenyl Indole,
marqueur d’ADN, ici parasitaire (figure de P. Buffet).

® Corps de Howell-Jolly : résidus d’ADN nucléaire d’érythroblaste ou de fragments de chromosomes isolés lors
de la mitose, d’environ 1um de diameétre situé a la périphérie de I'érythrocyte. Granulations de Pappenheimer :
fins granules sombres riches en fer (coloration de Perls +) correspondant a des mitochondries anormales
regroupées en amas de 2 a 5 éléments, elles sont plus petites que les corps de Howell-Jolly. L’érythrocyte riche
en granulations de Pappenheimer s’appelle « sidérocyte ».
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Les résidus parasitaires aprés traitement sont retenus par la rate (Figure 1-17). Ce phénomeéne
naturel, amplifié dans le cas présent par le traitement anti infectieux, débarrasse le globule rouge

parasité de son résidu parasitaire mort.

Figure 1-17. Illustration du processus de pitting. (A) Déformation d’un globule rouge lors de son
passage dans une fente interendothéliale de la pulpe rouge splénique (microscopie électronique a
balayage). La largeur d’une fente interendothéliale varie entre 0.2 et 2um. (B) Processus de pitting.
Résidu parasitaire en cours d’expulsion au moment ou le globule rouge parasité (préalablement
exposé aux dérivés de I'artémisinine) passe au travers d’une fente interendothéliale (coupe de rate
humaine perfusée ex vivo, coloration au PAS, microscopie optique X 2000). (C) Couronne de résidus
parasitaires apres leur expulsion par pitting, restés bloqués par les fentes interendothéliales dans les
cordons de la pulpe rouge (coupe de rate de patient décédé 4 heures aprés mise sous traitement par
dérivés de I'artémisinine, coloration au PAS, microscopie optique X 400). A noter la rareté des résidus
parasitaires dans la lumiére du sinus illustrant le sens de la filtration : des cordons de Billroth (co)
vers la lumiere sinusale (sl). Dans un modéle de rate isolée-perfusée, la clairance des globules rouges
parasités a eu une cinétique trés proche de celle observée chez les patients traités par artésunate
(tiré de [106, 123]).
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Ainsi « déparasité » le globule rouge préservé par le phénomeéne de pitting est remis en circulation ; il
devient « 0iRBC » (« once-infected red blood cell »), terminologie que nous garderons par la suite
[123, 144, 145]. Chez les patients splénectomisés traités par AS, la clairance des globules rouges
parasités prend plusieurs jours a plusieurs semaines au lieu de quelques heures chez le patient a
fonction splénique normale, confirmant le caractére spécifiquement splénique de ce phénomene

[146].

1.4.3 Larate immunologique

1.4.3.1 Un ganglion
La rate est aussi le plus gros organe lymphoide du corps humain. Elle est constituée de diverses
populations de cellules immunitaires intervenant dans la réponse immunitaire innée et adaptative.
En cas de splénectomie ou d’asplénie fonctionnelle les patients sont a risque majeur d’infections
fulminantes (OPSI pour Overwhelming Post Splenectomy Sepsis des Anglo-Saxons) a germes
encapsulés (essentiellement Streptococcus pneumoniae), de babésiose, de certaines infections rares

[147], et comme indiqué préalablement, de paludisme grave.

La pulpe rouge (cordons de Billroth) contient des plasmocytes et des macrophages qui occupent 50%
de son volume. Les macrophages participent au stockage du fer (action anti bactérienne) et a son
recyclage (érythropoiese). Les plasmocytes sécretent des anticorps spécifiques d’antigénes dans la
circulation générale (réponse adaptative). La circulation sanguine y est lente permettant des
interactions étroites entre les macrophages et les globules rouges. Lors de leur passage par la rate,
les globules rouges entrent en contact étroit avec les macrophages de la pulpe rouge et sont alors
phagocytés si leur surface est altérée ou opsonisée [148] (Figure 1-18). La pulpe rouge est aussi un

lieu de stockage plaquettaire [149].

La pulpe blanche est constituée du lieu de zonage des lymphocytes T (gaine lymphatique péri-
artérielle) et B (zone folliculaire) et de la zone marginale (lieu de phagocytose et de circulation
lymphocytaire). Elle intervient dans la synthése d'immunoglobulines spécifiques d’antigénes et dans

la production d’opsonines au sens large.

1.4.3.2 Intégration, modélisation et unité fonctionnelle : le splénon
Une approche intégrative des différentes fonctions de la pulpe rouge a permis de proposer un
schéma fonctionnel [106]. Il résume, par analogie avec le néphron unité filtrante rénale, les
différentes étapes franchies par le globule rouge (Figure 1-18). Celles-ci se décomposent en 3 partie :

(i) la phase de préfiltration, (ii) la phase de filtration et (iii) la phase de post filtration. Les temps (i) et
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(iii) sont des temps d’interactions entre les macrophages de la pulpe rouge et les globules rouges. Le
temps (ii) et la phase de rétention/filtration proprement dite. Compte tenu de 'organisation du
systeme vasculaire splénique (circulation lente-ouverte comptant pour 10% du débit et circulation
rapide-fermée pour 90%) et que 5% du débit cardiaque part vers la rate, 'ensemble de la masse

globulaire d’un individu passe par le splénon toutes les 2 a 3 heures [114].

Débit artériel Circulation rapide « fermée »
entrant Zone Périfolliculaire (ZPF)
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Figure 1-18. Structure schématique et organisation de I'unité fonctionnelle filtrante splénique : le
splénon (adapté de [106]). MF : macrophages. ZPF : zone périfolliculaire.

1.4.4 Expériences et quantification in vitro, ex vivo
Certaines des phénomenes précédemment décrits ont pu étre reproduits ou visualisés in vitro ou in

vivo.

1.4.4.1 Rétention mécanique des globules rouges in vitro : « microsphiltration »
L’équipe d’accueil a reproduit la rétention mécanique des globules rouges rigides dans un systéme de
filtration in vitro qui mime la fente interendothéliale (Figure 1-19) [125]. Le « microsphiltre » est un

filtre constitué de microspheres métalliques de 5 a 25um de diamétre qui reproduit la contrainte
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mécanique splénique imposée au globule rouge quand celui-ci franchit la fente interendothéliale
splénique. La « microsphiltration » reproduit in vitro la perception mécanique des globules rouges
par la rate. Ce dispositif permet de déterminer les taux de rétention de globules rouges anormaux
circulant dans le sang des patients, ou générés en culture. Ce systéme a été validé avec des globules
rouges parasités par P. falciparum et avec des sphérocytes. Contrairement aux outils utilisés
auparavant, la filtration au travers d’un filtre de microbilles peut quantifier séparément la rétention

des globules rouges parasités et celle des globules rouges non parasités, permettant une analyse plus

pertinente de la contribution de ces phénomeénes a la sévérité générale de I'infection.

Figure 1-19. (A1) Déformation d’un globule rouge franchissant une fente interendothéliale splénique.
CO : cordons de Billroth. Sl : lumiére du sinus. (A2) Déformation d’un globule rouge franchissant
I'espace entre des microbilles. (A3) Un globule rouge fixé lors du passage entre des microbilles,
confirme la grande similitude de déformation lors du phénomeéne naturel (Al) et de sa réplique
expérimentale (A3) (tiré de [125]).

1.4.4.2 \Visualisation du pitting ex vivo
La microscopie a fluorescence conventionnelle et la cytométrie en flux des populations de globules
rouges parasités et non parasités prélevés chez les patients atteints de paludisme permet de
visualiser les différentes phases du pitting. La protéine RESA est exprimée tres tot au cours du stade
érythrocytaire puisque déja présente au sein des granules denses mérozoitaires [26]. Elle s’insere sur
le réseau de spectrine de la face interne de la membrane érythrocytaire des les premiéres minutes
apres l'invasion [137]. C'est une empreinte de I'infection parasitaire. En cas de pitting, alors que le
parasite a disparu, le RESA persiste et peut étre visualisé par immunofluorescence (Figure 1-20). Ainsi
dans un prélévement sanguin de patient il est possible de quantifier les globules rouges parasités

(iRBC), les globules rouges pittés (0iRBC) et les globules non infectés (URBC) en utilisant des
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marqueurs d’ADN parasitaire et de RESA [145, 146]. Le phénomeéne peut étre visualisé au microscope

et quantifié au cytométre en flux.

—

Figure 1-20. Un globule rouge parasité (fleche verticale) et un globule rouge « déparasité-oiRBC »
(fleche horizontale) observés en immunofluorescence type EMIF visualisant des antigénes
parasitaires sous-membranaires (RESA en vert). Le marqueur de I'ADN (ici DAPI) révele le noyau
parasitaire (bleu) dans le globule rouge parasité, et son absence dans le globule rouge « déparasité »
ou « pitté ». Cette méthode a montré le roéle dominant du « pitting » dans la clairance parasitaire
sous artésunate [145, 146].

1.4.5 Larate mécanique : une régulation innée de lI'infection plasmodiale
La maturation du parasite entraine une rigidification progressive de son globule rouge héte. En
explorant le devenir des globules rouges parasités dans un modeéle de rate humaine isolée-perfusée
[123], I'équipe d’accueil a montré que la perception subtile de la déformabilité érythrocytaire par la
rate a un impact important sur la pathogénie de linfection a P. falciparum. Dans ce modele
expérimental, une proportion des globules rouges parasités (stade annulaire) a été retenue par la
rate selon un processus mécanique [114]. Cette capacité innée de la rate a retenir une partie des
globules rouges parasités circulants constitue une modalité originale de contréle de la charge
parasitaire. Une rétention splénique importante de globules rouges rigides ralentirait I'augmentation
de la charge parasitaire - du fait de la rétention d’une proportion importante des globules rouges
parasités circulants a chaque cycle - mais augmenterait parallélement le risque d’anémie du fait
méme de cette rétention d’une proportion élevée de globules rouges (parasités et non parasités). A

I'inverse, une rétention faible des globules rouges rigides serait associée a une augmentation rapide
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de la charge parasitaire donc a un fort risque de neuropaludisme, et a un faible risque d’anémie [39,
106, 114]. La grande fréquence de la splénomégalie en cas d’anémie palustre grave, et sa rareté en
cas de neuropaludisme est en accord avec cette hypothéese [39]. De plus, cette nouvelle vision de la
pathogénie du paludisme grave est cohérente avec la rigidité augmentée des globules rouges
circulants chez les patients atteints de neuropaludisme ; une faible rétention des globules rouges
rigides entraine de facto une rigidité importante de la population de globules rouges circulants [53].
Par ailleurs I'age du patient est un déterminant majeur de la gravité d’un premier acces [48, 102],
possiblement par variation de la perception splénique de la déformabilité érythrocytaire liée a I'age
[39, 106]. La perception mécanique est trés probablement un déterminant important de la
circulation des gamétocytes matures et donc de la transmission de P. falciparum [37]. L'expression

de la famille multigénique stevor est associée a ces modifications phénotypiques [37, 150].

Face a linfection, les capacités de réponse filtrante et immune splénique, accélérant I'élimination
des globules rouges parasités et non parasités augmentent chez le malade au moins dans un premier
temps [106, 151]. Elle se traduit par I'apparition d’'une splénomégalie. Cependant lors d’'un acces
palustre des parasitémies supérieures a 5% ne sont pas rares. Indépendamment des capacités de
multiplication de la biomasse et de la synchronisation populationnelle parasitaire, ce fait illustre la
saturation potentielle du phénomeéne de rétention splénique. Une charge parasitaire importante est
susceptible de dépasser les capacités de filtration de la pulpe rouge. A 'homéostasie le processus
d’élimination des globules rouges sénescents (1% par jour représentant une biomasse totale de 20
ml/j) occupera en volume, 20% de la pulpe rouge. Une biomasse parasitaire supérieure a ce seuil
pourrait dépasser la capacité volumique de la pulpe rouge et sa capacité de filtration. On peut penser
qgue cette congestion progressive et l'augmentation de pression secondaire modifie le régime
circulatoire intra splénique au profit de la circulation rapide entrainant une diminution globale de
rétention et de controle parasitaire. Ces mécanismes jouent sur la survenue d’une splénomégalie et

I'issue de I'acces palustre en général [114].
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1.4.6 Résumé du chapitre

D’un point de vue fonctionnel la rate peut étre considérée comme la fusion de deux organes : la rate
mécanique et ses compétences de filtration (rétention et « pitting ») et la rate immunologique,
élément essentiel de la réponse immunologique innée et adaptative. La fente interendothéliale
(diametre < 2 um) est une structure micro-anatomique splénique unique et originale qui contréle la
déformabilité et le contenu des globules rouges. Celle-ci est responsable de la rétention des globules
rouges insuffisamment déformables et de [|'épépinage (ou « pitting ») des résidus intra-
érythrocytaires indéformables, comme les résidus parasitaires lors du traitement par artésunate. Le
pitting entraine une expulsion des corps figurés intra-érythrocytaires non déformables sans que
I’érythrocyte ne soit lysé. Des outils récents développés par I'équipe d’accueil permettent de suivre
et de mimer in vitro et ex vivo ces phénomenes de rétention et, dans une moindre mesure, de
pitting. La présence de globules rouges rigides (parasités ou non) en circulation est un marqueur
fiable de rétention splénique mais aussi un mécanisme probable de détérioration du tableau clinique
lors du paludisme grave. En effet, la circulation plus difficile de globules rouges rigides peut aggraver
I'ischémie tissulaire déclenchée par la séquestration des globules rouges parasités dans les petits
vaisseaux [54, 116]. A contrario la réduction de déformabilité des érythrocytes et leur rétention
splénique sont des éléments déterminant du risque d’anémie au cours du paludisme grave.
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1.5 L’Artésunate (AS) et le paludisme grave

1.5.1 Delaquinine al’AS : historique et pharmacodynamique de I’AS
Utilisée par les européens depuis 1630 la quinine était encore trés récemment le traitement de
référence du paludisme grave en France [41]. Elle est administrée par voie intraveineuse afin d’éviter
les complications liées a une utilisation intramusculaire (douleur, abcés et lésions du nerf sciatique).
Le neuropaludisme, complication la plus grave de l'infection a P. falciparum, est associé en zone
endémique a une mortalité de 15-20%, s’élevant a 30% en cas de défaillance multiviscérale. Ces
complications sont fortement corrélées a la présence d’une charge parasitaire corporelle totale
élevée [46]. En France, en dépit d’une qualité de recours sanitaire élevée, la mortalité reste d’environ
10% [152]. L’état de choc, I'acidose métabolique, le coma et une coagulopathie sont associés a une
surmortalité [45, 153]. Par ailleurs la quinine est pro-arythmique et peut s’accompagner
d’hypoglycémie réfractaire dans 6 a 8% des cas chez I'adulte atteint de paludisme grave [154, 155].
La vitesse de clairance parasitaire - facteur pronostic important - est assez lente sous quinine, de

I'ordre de 10 a 1000 par cycle (48 heures) [156].

Au cours des années 70, le professeur Tu Youyou a isolé de la plante Artemisia annua, une gamme
d’alcaloides nommeés quinghaosu (principe actif du quinghao), aux propriétés antipaludiques [47,
157]. En Chine, le « quinghao » est connu pour ses vertus antipyrétiques depuis plus de 1500 ans. Les
dérivés de I'artémisinine ont pour structure chimique commune une sesquiterpéne lactone avec un
pont endopéroxyde. Par interaction avec le fer organique Fe2+, ce pont est clivé et libere des
radicaux libres aux propriétés toxiques directes sur le parasite en développement et sur sa vacuole
nutritive (inhibition des pompes calcium ATPase parasitaires) [4, 158]. Contrairement a la plupart des
antipaludiques conventionnels (quinine, méfloquine, pyriméthamine), les dérivés de I'artémisinine
(dihydroartémisinine [DHA] ou arténimol, artémether, artéether, artésunate [acide artésunique],
artélinate, artémotil) ont une action sur presque tous les parasites intra-érythrocytaires, des stades
asexués précoces (stade annulaire) aux stades tardifs (vieux trophozoites et schizontes responsables
de la cytoadhérence) et aux formes sexuées (gamétocytes) immatures. Cette classe réduit la
parasitémie d’un facteur 10 000 a chaque cycle parasitaire [159]. L’activité sur les stades annulaires
circulants empéche ainsi leur développement (parasiticidie rapide et puissante) et inhibe en
quelques heures les phénomeénes de séquestration (rosetting et cytoadhésion). Dans une étude
menée chez 17 patients atteints de formes graves et 46 patients atteints de formes non compliquées
in vitro et in vivo, I'AS a réduit de plus de 50 % la cytoadhérence et le rosetting apres 2 heures
d’utilisation. Dans les mémes conditions, la quinine n’a eu aucune action sur la cytoadhérence alors

que le rosetting était réduit de 50 % aprés 4 heures d’incubation [160].
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L'effet thérapeutique semble étre le fait d’un effet « pic » (Cna) plutét que lié a I'aire sous courbe

(AUC) ; I'effet antiparasitaire dépend de la dose [161].

1.5.2 Pharmacocinétique de I’AS
L’AS est essentiellement administré par voie orale et intraveineuse mais les voies intramusculaire et
intra-rectale peuvent également étre utilisées. L'AS est transformé (hydrolyse) en
dihydroartémisinine (DHA), métabolite actif contribuant a I'activité antipaludique, principalement
par une estérase mais également via le cytochrome P450 2A6 [162]. La DHA est métabolisée par
glucuroconjugaison via les UDP-glucuronosyltransférases (UGTs) 1A9 et 2B7 puis excrétée par voie
biliaire. La demi-vie d’élimination de I’AS est en moyenne de 15 a 45 minutes selon les études et celle

de la DHA de 30 a 100 minutes [161, 163, 164].

La biodisponibilité de la DHA aprés administration orale d’AS est supérieure a 80 % chez des adultes
sains ou impaludés [164]. Aprés administration intraveineuse rapide d’AS, le pic de DHA survient en
25 minutes en moyenne. Aprés administration orale, les concentrations plasmatiques d’AS sont
détectables environ 15 minutes apres la prise et le pic est observé dans la premiéere heure suivant la
prise, témoignant d’une absorption rapide. Le pic de DHA est observé dans les deux heures suivant la
prise d’AS. L’'aire sous la courbe de la DHA, traduisant I’exposition systémique, est largement
supérieure a celle de I’AS mais le pic est souvent inférieur. L’exposition systémique a I’AS et a la DHA
est proportionnelle a la dose d’AS administrée (pharmacocinétique linéaire). L'AS et la DHA ne sont
pas tres fortement liés aux protéines plasmatiques (environ 80 %). Leur volume de distribution aprés

administration intraveineuse est faible (< 1 I/kg).

1.5.3 Le « pitting » et le paludisme sous AS : une spécificité
La clairance parasitaire est beaucoup plus rapide sous dérivés de I'artémisinine que sous quinine
[145, 165]. Le pitting explique cette rapidité (cf. supra). Le globule ainsi « nettoyé » est remis en
circulation générale sans hémolyse immédiate. Le traitement par les dérivés de I'artémisinine induit
donc une inhibition rapide de la cytoadhérence, accompagnée d’une baisse de la parasitémie, sans
destruction (au moins a court terme) des globules rouges [144]. Le pitting est observé en I'absence
de traitement mais a un taux généralement faible (<5%). Il existe aussi sous quinine mais a des taux
significativement moindres que sous artésunate. Un travail préliminaire de I'unité mené sur les
premiers patients traités par AS en France a montré que, a mesure que la clairance parasitaire se
produit, les globules rouges parasités sont remplacés par des globules rouges « déparasités » ou

« pittés » (Figure 1-21).
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Figure 1-21. Evolution de la parasitémie (cercles noirs) et de la concentration de globules rouges
pittés (cercles blancs) aprés mise en route du traitement par AS intraveineux chez les premiers
patients francais bénéficiant de ce traitement. Chaque point représente la moyenne (écart type)
pour 5 patients. Les observations ont été effectuées par une nouvelle technique de cytométrie en
flux (Ndour, Jauréguiberry et al. communications).

1.5.4 Données d’efficacité : études comparatives en population humaine
Depuis leur redécouverte le quingaoshu et ses dérivés synthétiques se sont imposés comme le
traitement de premiére intention du paludisme simple (thérapies combinées a base d’artémisinine)
et du paludisme grave (monothérapie initiale). L’artemether, évalué initialement, n’a pas montré de
réelle supériorité par rapport a la quinine [166], trés probablement du fait d’'une biodisponibilité
médiocre et erratique liée a son administration intra-musculaire [167]. Chez le volontaire sain les
concentrations de DHA obtenue par injection intramusculaire sont variables et inférieures aux
concentrations obtenues par la prise orale d’artemether [168]. La biodisponibilité mesurée chez 8
sujets sains sur une période de 6 heures (AUC) par chromatographie aprés intramusculaire est de

75% inférieure a la biosdisponibilité per os avec une biodisponibilité comparée intramusculaire de
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25% (IC95% [9%-41%]). Par ailleurs l'effet cellulaire sur les formes parasitaires et sur la

cytoadhérence bien que supérieure a la quinine s’avere moins efficace que celle de I’AS [160] .

En revanche, I'AS intraveineux (IV) est plus efficace que la quinine IV dans le traitement du paludisme
grave de l'adulte et de l'enfant africain [46, 169]. L'étude SEAQUAMAT [46], prospective et
randomisée a comparé I’AS IV a la quinine IV chez 1461 patients souffrant de paludisme grave en
Asie. L'artésunate a permis une réduction absolue de mortalité de 34,7% (IC95% [18,5 — 47,6%) ;
p=0,0002), soit une mortalité dans le groupe Artésunate de 15% contre 22% dans le groupe Quinine.
La différence était encore plus marquée chez les patients hyperparasitémiques (>10%) a I'admission
avec une mortalité dans le groupe AS de 23% contre 53% dans le groupe quinine (p=0,0001).lly a eu
moins d’hypoglycémie sous artésunate que sous quinine (risque relatif de 3,2 ; 1C95% [1,3 — 7,8] ;
p=0,009). Une méta-analyse portant sur 1938 patients inclus dans 6 études a confirmé la réduction
plus marquée du risque de déces sous artésunate que sous quinine (risque relatif de 0,62 ; 1C95%
[0,51 — 0,75]), ainsi que le raccourcissement du temps de clairance parasitaire, et la fréquence
moindre d’hypoglycémie (risque relatif a 0,46 ; IC95% [0,25 — 0,87]) [170]. Toutes ces données ont
été confirmées par une étude pédiatriqgue multicentrique africaine récente ayant inclus plus de 5000
patients par groupe [169]. Par son mode d’action original I'AS prévient la séquestration et les
manifestations du paludisme grave ce que ne fait pas la quinine [160]. Dans le contexte du paludisme
d’importation, la premiere série publiée date de 2008, 9 patients adultes ont été traités par

artésunate IV en Norvege. Tous ont survécu, sans séquelles et sans effets secondaires [171].

L’AS est, depuis 2010, recommandé par 'OMS au plan mondial comme traitement de I'accés palustre

grave [47].

1.5.5 Tolérance du médicament, études animales et humaines

1.5.5.1 Manifestations générales
Le profil de tolérance est globalement bon. Dans une méta-analyse sur les dérivés de I'artémisinine
regroupant 108 essais (9241 patients), les effets secondaires les plus fréquemment répertoriés ont
été des troubles digestifs, une neutropénie dans 1,3 % des cas, une réticulocytopénie (0,6%), une
altération du bilan hépatique (1,1%) [4, 172, 173]. L'incidence estimée d’une réaction allergique de
type urticaire et plus sévere de type angio-oedéme de Quincke est de I'ordre de 1 sur 3000 [165, 174,
175]. Des effets secondaires variés, mais rares, sont rapportés au moment de I'injection : vertiges,

nausées, vomissements, anorexie, got métallique.
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1.5.5.2 Neurotoxicité
Les dérivés de I'artémisinine (artéether, artémether) a fortes doses (12,5 a 50 mg/kg/jour sur 28
jours) induisent des lésions cérébrales irréversibles chez le rongeur [176]. Un risque de surdité
transitoire a été rapporté chez 50 volontaires sains traités par artémether-luméfantrine [177]. Dans
une méta-analyse portant sur 2318 malades traités par différents antipaludiques [177], cet effet n’a
pas été retrouvé statistiquement plus fréquent dans le groupe artémether que chez les
comparateurs. Aucun effet neurologique grave n’a été attribué a I’AS au cours des études en
population humaine [178], I'imputabilité pouvant étre difficile a déterminer du fait des atteintes
neurologiques liées au paludisme. Une méta-analyse portant sur 1919 patients n’a révélé aucun effet
secondaire neurologique chez les patients traités par artémether [179] par rapport a la quinine. Le
fabricant rapporte un risque non chiffré de vertige et de convulsion sous AS, sans autre indication

(RCP Guilin®).

1.5.5.3 Cardiotoxicité
L’AS est cardiotoxique a fortes doses chez I'animal (allongement du QTc) [175]. Bien toléré au plan
cardiaque en pratique clinique [175, 180] I’AS a trés fortes posologies (15mg/kg) peut entrainer une

bradycardie [172].

1.5.5.4 Hépatotoxicité
La toxicité hépatique de I'AS et des dérivés de I'artémisinine est connue [181]. Sa fréquence est rare
(< 5%) et modérée, régressive dans 100 % des cas et sans séquelle. Cette toxicité est mentionnée

dans le RCP Guilin®.

1.5.5.5 Hématotoxicité
L’hématotoxicité des dérivés de I'artémisinine est connue et documentée. Cette toxicité est
mentionnée dans le RCP Guilin®. Depuis les années 80 une toxicité hématopoiétique sur les lignées
rouge et blanche a été décrite, responsable de réticulocytopénie (marqueur d'un défaut
d’érythropoiese) et de leucopénie d’origine centrale. La toxicité semble directe sur les progéniteurs
de la lignée érythroide. Il s’y ajoute une interaction négative sur les capacités de phagocytose des
polynucléaires neutrophiles et une inhibition de la prolifération lymphocytaire (in vitro). Chez
I’'hnomme, cet effet est régulierement rapporté. La fréquence de la réticulocytopénie est de I'ordre de
0,5 % (25/4062 patients traités par dérivés d’artémisinine sur une méta-analyse des essais publiés et
non publiés) [175]. Le taux de réticulocytes et d’érythrocytes se normalise rapidement a I'arrét du
médicament. Sa chute reste modérée et transitoire. Elle semble liée a la dose et a la durée

d’utilisation du médicament. Une neutropénie (< 1000 polynucléaires neutrophiles/mm3) peut
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survenir dans environ 20% des cas aprés un traitement de 7 jours a forte dose (6mg/kg/jour). Cette

neutropénie est rapidement réversible en quelques jours [182].

1.5.5.6 Embryo et foetotoxicité
L’AS est embryotoxique chez I'animal, mais il n'y a pas de preuves de toxicité chez I'homme.
’administration orale entre le 10° et le 14° jour de gestation chez des rats femelles, entrainent des
malformations cardiaques et des os longs, ainsi que le décés de 'embryon [183]. Le métabolite de
I'artésunate, la dihydroartémisinine, (ou un catabolite commun) semble étre I’effecteur toxique,
puisque son administration engendre les mémes effets. Sur 44 traitements regus par des femmes au
cours de leur premier trimestre de grossesse, la proportion de malformation n’était pas différente de
celle attendue sans traitement [184]. Dans d’autres études, sur plus de 2045 femmes enceintes [172]
ayant regu de I’AS au second et dernier trimestre, aucun effet secondaire n’a été rapporté. Ainsi, en
dépit de I'absence d’étude spécifique chez la femme enceinte et compte tenu de I’extréme gravité du
paludisme chez celles-ci (paludisme grave, hypoglycémie, prématurité, complications néonatales)
Iutilisation de I’AS est validée au cours du 2eme et 3eme trimestre [47]. Elle se discute au cas par cas

au cours du premier trimestre (AS ou quinine).

1.5.6 AS France : mise en place du systeme, organisation de la dispensation
Compte tenu du gain thérapeutique de I'AS par rapport a la quinine et des recommandations
internationales concernant le traitement du paludisme il devint urgent de permettre a la France
Iutilisation de ce médicament. La conférence de consensus frangaise de 2007 [41] le suggérait déja

et 'OMS recommande son utilisation dans le traitement des acces graves depuis 2010 [47].

1.5.6.1 Mise en place du dispositif
Dix huit mois d’interactions furent nécessaires entre le groupe expert mené par Pierre Buffet,
(agissant sous I'égide de I’équipe INSERM Parasites Erythrocytes Physiopathologie et du Centre
National de Référence du Paludisme pour la France métropolitaine) et I'équipe en charge a I’Agence
Nationale de Sécurité de Médicament (ex-AFSSAPS), pour que I'artésunate intraveineux devienne
disponible en France. En mai 2011, I'AS est devenu disponible en France pour le traitement des
patients atteints de paludisme grave. Le médicament fabriqué par une firme chinoise (laboratoire
Guilin®) a obtenu une pré-qualification de ses méthodes de fabrication par I’'OMS en octobre 2010.
Une firme néerlandaise (ACE Pharmaceuticals®) importe et conditionne I'artésunate pour I'Europe,
apres controle de qualité, et le vend aux Pays-Bas sous le nom de MALACEF®. L’artésunate n’a pas

d’autorisation de mise sur le marché en France. Le MALACEF® a le statut de médicament
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d’exception et de médicament orphelin au niveau européen. En conséquence I’AS est disponible en
France par le truchement d’'une Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU nominative différée). Ce
mécanisme de mise a disposition fait I'objet a la demande de I’ANSM, d’une surveillance renforcée,
effectuée par le groupe dédié. Compte tenu du nombre assez faible de cas, et des frais inhérents a ce
type de démarche, il est peu probable que le laboratoire ACE se lance dans une procédure d’AMM
francaise. Le laboratoire Guilin en revanche est en cours de discussion avec I'’ANSM afin d’optimiser

les modalités de distribution.

1.5.6.2 Modalités pratiques d’obtention et de prescription
Pour qu’un patient atteint de paludisme grave (criteres OMS-SPILF 2007 [41]) puisse bénéficier d’un
traitement par AS 1V, il est nécessaire de remplir une demande d’ATU d’une part et de compléter
d’autre part 2 fiches de renseignements cliniques et biologiques a transmettre sans délai a I’ANSM,
au CNR du Paludisme pour la France Métropolitaine-site Pitié Salpétriere et au service de
pharmacovigilance en début et en fin du traitement. Le médicament doit étre obtenu sans aucun
délai. Dans ce but, I'artésunate est pré-positionné au sein des centres hospitaliers prenant en charge
des acceés graves. Pour ce faire les pharmacies des hoépitaux doivent demander a I'ANSM
I"autorisation de constituer un stock et s’approvisionner, une fois I'autorisation obtenue, auprés de
I'importateur de leur choix. Le protocole d'utilisation thérapeutique et les fiches de recueil

d’informations sont disponibles sur le site de 'ANSM (http://ansm.sante.fr/Activites/Autorisations-

temporaires-d-utilisation-ATU/PUT-Specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-

therapeutique/Liste-des-specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-therapeutique/MALACEF-

60-mg-poudre-et-solvant-pour-solution-injectable) et du CNR ( http://www.cnrpalu-france.org).

Une boucle de rétro-information est organisée afin de d’assurer le suivi d’efficacité et de tolérance
du médicament en France. La figure 1-22 résume le parcours du malade, de son traitement et le suivi

de I'information menée par le groupe expert.
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Figure 1-22. Dispositif mis en place en France pour I'obtention de I’AS IV pour le traitement des
patients  atteints de paludisme  grave (Protocole  d’Utilisation ~ Thérapeutique :
http://ansm.sante.fr/var/ansm_site/storage/original/application/01d138a64031bcf9f37fa2737308ca
a5.pdf). Personnage rouge, orange ou rose : patient aux différents stades de la prise en charge,
personnage avec une croix rouge : médecin, petit bagnard : biologiste en charge.
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1.5.7 Résumé du chapitre

L’artésunate IV est un progres thérapeutique majeur pour les patients atteints de paludisme grave,
ce que reflétent les recommandations de 'OMS [47] et la plupart des recommandations nationales,
conférence de consensus francaise comprise. En France, le médicament est désormais disponible
(ATU). L'analyse prospective de ce traitement dans le contexte original du paludisme d’importation a
permis d’évaluer plus précisément la tolérance et |'effet antiparasitaire de I'artésunate. Compte tenu
des résultats publiés [46, 169], et des effectifs de patients incluables en France, il n’y avait pas lieu de
répéter une étude comparative quinine — artésunate. En revanche, les bonnes conditions de prise en
charge des patients en France ont permis une précision d’analyse thérapeutique et
physiopathologique susceptible de bénéficier in fine aux patients et a la communauté médicale
nationale et internationale. Par ailleurs la disponibilité d’outils expérimentaux récemment validés
[185], ont permis une exploration originale des processus parasitaires et tissulaires jouant un role
central dans la pathogénie du paludisme grave et dans l'efficacité antipaludique des dérivés de
I’artémisinine (clairance parasitaire dépendante du « pitting »).
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1.6 L’anémie au cours de l'infection a Plasmodium falciparum

L’anémie au cours du paludisme est en régle normocytaire, normochrome et arégénérative au moins
durant les premiers jours de I'accés palustre [186]. Lorsque la prévalence des thalassémies (alpha ou
beta) et/ou de la carence martiale est élevée dans une population, cette anémie peut étre
microcytaire et hypochrome. Lors d’un accés palustre 3 populations globulaires vont rapidement
cohabiter : les globules rouges parasités (iRBC), les globules non parasités (URBC) et les globules
rouges épépinés ou « pittés » (oiRBC). Le pitting a lieu lors du passage au travers des fentes
interendothéliales de la circulation lente splénique [145]. Chaque population globulaire aura un
destin particulier participant de la perte globulaire totale et de 'anémie. Le deuxieme élément qui
entre en jeu est la chronologie de cette perte, différente selon les types globulaires. D’autres facteurs
peuvent intervenir a des degrés divers. Une réponse dysimmunitaire associée (anémie hémolytique
auto immune), la présence d’'un traitement anti palustre ou d’autres cofacteurs médicamenteux
(stress oxydatif, anémie hémolytique immunologique liée aux médicaments) peuvent participer de la
destruction globulaire, et impactent directement sur le cours de linfection et la destruction
globulaire globale. Enfin I'état d’hydratation initial lors de la prise en charge du malade
(déshydratation et hémoconcentration) pourra modifier I’hématocrite et le taux d’hémoglobine. Il
s’agit d’une fausse augmentation initiale suivie d’'une fausse baisse de I'hémoglobine lors du retour a

un état d’hydratation normal.

1.6.1 L'anémie au cours du paludisme a P. falciparum : hémolyse, insuffisance de
production et facteurs confondants

L'anémie, fortement prévalente chez I'enfant en zone d’endémie est un facteur de gravité au cours
du paludisme lorsque I’hémoglobine chute en dessous de 5 ou 7 g/dl selon les définitions (Tableau 1-
1). L'anémie touche 97% des sujets infectés a un moment ou a un autre de I’évolution de I'acces dans
les semaines qui suivent et 56% des patients sont toujours anémiques a 1 mois [187]. C’'est I'une des
manifestations clinico-biologiques les plus fréquentes de I'infection palustre. Quels qu’en soient les
mécanismes, la répétition des acces palustres [188, 189] et la sommation de la perte globulaire et
d’hémoglobine concourent a I'anémie sévere (« Severe Malaria Anemia »-SMA) [9]. La
physiopathologie de cette anémie repose sur: (i) la perte globulaire en rapport avec I'infection
palustre (hémolyse intra et extra vasculaire, corpusculaire et extra-corpusculaire) mais aussi pour
certains patients, sur (ii) 'anémie chronique sous-jacente liée a la répétition des acces palustres, au
terrain, aux coinfections, a I'activation splénique non spécifique [151, 190] et (iii) a I'insuffisance de
production médullaire/dysérythropoiése (défaut de régénération et réticulocytopénie [111]) au
cours de l'infection palustre [191]. Des étiologies comme la coinfection par le VIH, des bactériémies
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récurrentes et fréquentes dans ce contexte (salmonelloses), I'ankylostomose (perte sanguine et
carence martiale), des carences alimentaires associées (fer, vitamine B12, vitamine A), et la présence
d’un déficit en G6PD (mais pas la drépanocytose) s’associent a des degrés divers et participent de
I'anémie [191, 192]. L'acces palustre ajoute une cause d’anémie sur un terrain potentiellement déja

anémique par ailleurs.

1.6.2 Approche populationnelle cellulaire : les populations globulaires au cours de I’accés

palustre et leur devenir

1.6.2.1 iRBC et mécanismes de la perte
La perte globulaire est liée en partie a la parasitémie (comme marqueur inexact de biomasse
parasitaire) mais bien plus encore a la biomasse séquestrée et a la rupture des schizontes. Sur une
série historique d’infection induite et contrélée par I'administration réguliere de totaquine, la perte
hebdomadaire d’hémoglobine (et d’érythrocytes) étaient corrélée a la parasitémie moyenne
journaliere sur les 3 premieres semaines d’infection [1]. Une parasitémie moyenne journaliere de
0,2% s’accompagnait de la perte d’environ 1 g/dl d’hémoglobine par semaine d’évolution.
Cependant, la parasitémie est un mauvais marqueur de l'impaludation globulaire totale et de sa
dynamique. Compte tenu du fait qu’a un instant donné 25% de la biomasse est séquestrée [73] et
que la parasitémie dépend du moment de sa réalisation (au regard de la synchronisation et de I'age
des populations parasitaires) il est estimé que la perte de globules rouges parasités ne rend compte

que de 10 a 20% de la perte globulaire totale au cours de I'acces [116, 189].

Les mécanismes de cette perte pourraient étre : (i) la rupture des schizontes arrivés a maturité a leur
site de séquestration (hémolyse intravasculaire) et/ou (ii) la clairance splénique (hémolyse tissulaire
ou extra vasculaire) des globules rouges infectés. Cette clairance splénique est de deux types: la
rétention mécanique des formes annulaires et des formes plus matures (diminution de
déformabilité) [114, 130] et la rétention par interaction ligand-récepteur entre globules rouges
exprimant a leur surface des protéines d’origines parasitaires d’'une part et le systéme monocyte-
macrophage d’autre part [106, 126, 151, 193]. La séquestration tissulaire extra splénique (cerveau,
rein, foie) des formes matures leur permet d’échapper au filtre splénique. Par contre certaines sous
populations de formes jeunes (formes annulaires), bien que leur déformabilité soit tres peu
diminuée, sont probablement retenues en partie par le filtre splénique [114]. La rétention et
I’'hémolyse extravasculaire de ces formes jeunes entrainent indirectement une régulation de charge
parasitaire, d’origine innée et splénique [39]. Cette diminution de déformabilité semble secondaire a

la diminution du rapport surface/volume avec une sphérisation progressive de I'érythrocyte infecté
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[139]. Celle-ci est possiblement en rapport avec I'intégration dans la paroi (cytosquelette) globulaire
de protéines parasitaires qui modifient les qualités rhéologiques du globule rouge infecté et ce dés le

plus jeune dge parasitaire (protéine RESA) [124, 131, 194].

Une autre situation est a envisager. Il s’agit de I'effet du traitement sur les globules rouges parasités
et séquestrés. Il a été montré qu’apres séquestration il n’y avait pas de recirculation de ces formes
agées. La mort parasitaire sous I'effet du traitement de formes séquestrées aboutit a la destruction
du globule rouge hote au méme titre que la rupture des schizontes non traités [34]. La disparition
rapide des iRBC traités du sang périphérique (aspect pycnotique du noyau parasitaire mort) suggére

un processus tissulaire d’élimination phagocytaire, probablement splénique.

1.6.2.2 uRBC et mécanismes de la perte
L’élimination des globules rouges non parasités dans ce contexte serait responsable de 90% de la
perte globulaire totale au cours de I'acceés et cela par différents mécanismes [116, 195]. Il a été
montré chez 17 patients atteints de paludisme grave, en utilisant des tests aux globules rouges
marqués au Cr>*, que les uRBC ont une durée de vie moyenne réduite par rapport a la durée de vie
moyenne de globules rouges témoins de sujet sains. La réduction est de I'ordre de 50% (44,1 jours

+/- 21,7 et 89 jours +/- 13,1 respectivement) [190].

Les URBC présentent une diminution de déformabilité qui corréle avec le degré d’anémie [116] et qui
peut étre restaurée par transfusion sanguine [54]. A haut niveau de contrainte de cisaillement (30
Pa) testé a HO chez 36 malades, la diminution de l'index d’élongation corréle avec le nadir
d’hémoglobine retenu durant les 7 premiers jours de prise en charge [116]. Les uRBC peuvent étre
« décorés » (au méme titre que des précurseurs érythroides), par des protéines émises lors
d’invasions parasitaires avortées (RAP-2/RSP-2) et contribuer a la perte globulaire par I'apparition
d’anticorps spécifiques, opsonisation et phagocytose dépendante du complément [148, 196] ; ces

mécanismes potentiels pouvant entrainer une hémolyse extravasculaire [121, 126, 193].

Une autre étude a évalué la durée de vie de globules rouges transfusés marqués au Cr51 dans les
suites d’un accés palustre chez des patients traités par quinine/cycline ou méfloquine. Il a été montré
une réduction de la durée de vie de ces globules rouges transfusés. Chez 5 patients contrdles sains la
durée moyenne de vie était de 89,6 jours. La transfusion autologue ou hétérologue chez 12 et 10
malades de atteints de paludisme a P. falciparum aprés traitement (2 frottis négatifs) a révélé une
durée de vie raccourcie a 56,8 jours et 64,4 jours respectivement [197]. Deux types de courbes
d’élimination étaient visualisés. Pour 5 patients transfusés hétérologues et 11 patients transfusés
autologues la décroissance était linéaire, faisant suspecter la présence d’une seule population

globulaire. Cing autres patients présentaient une courbe d’élimination curvilinéaire ou biphasique

83



traduisant la présence de 2 populations globulaires. L'une s’éliminait en 3 a 8 jours en moyenne,
alors que la deuxieme population s’éliminait en 35 jours en moyenne. La recherche d’anticorps
opsonisants et de complément (IgG et C3) s’avérait négative faisant suspecter |‘intervention d’un

mécanisme extrinseque mais non immun expliquant la destruction de ces uRBC exogénes.

Le devenir des uRBC centrés sur un iRBC au sein des rosettes lors de la séquestration tissulaire
demeure en partie obscur. On peut penser que la lyse de I'iRBC entraine une lyse et/ou une invasion
des URBC de contiguité responsable d’une perte globulaire. Un travail récent a montré que la rupture
du schizonte libérait la vacuole digestive parasitaire qui avait la particularité d’activer la voie alterne
du complément. La C3-C5 convertase activée par I'organelle entrainerait des dépots de C3b a la
surface de uRBC de contigliité (« bystander RBC ») activant leur phagocytose dépendante du

complément [56].

1.6.2.3 0iRBC et mécanismes de la perte
Les iRBC soumis au mécanisme de pitting deviennent des 0iRBC (abréviation de I'expression « Once-
infected RBC » en anglais). lls sont donc, dans un premier temps au moins, épargnés de la destruction
rapide qui caractérise les iRBC. On parle d’épargne globulaire immédiate. Le « pitting », mécanisme
original de clairance parasitaire, laisse le globule rouge héte fonctionnel a défaut d’étre « intact ».
L’0iRBC peut poursuivre ses fonctions d’oxygénation et de décarboxylation ce qui limite I'impact de
I'infection [145]. Son devenir est étroitement lié a I'évolution de I'iIRBC dont il est issu. La
concentration des 0iRBC a été quantifiée chez 48 patients atteints de paludisme grave ou simple,
avant tout traitement anti infectieux. Le nombre absolu d’0iRBC était plus élevé dans le groupe
paludisme grave que chez les patients contréles atteints de paludisme simple (21720/ulL et 7200/uL
respectivement) et suivait linéairement la parasitémie [144]. Une corrélation positive existait entre la
concentration des iRBC et des oiRBC (r’=0,52, p=0,0004). Dans cette cohorte environ 50% des iRBC
disparaissant de la circulation sous traitement étaient remplacés par des oiRBC. Le nombre d’0iRBC
généré augmente a mesure que la parasitémie augmente. L'existence d’oiRBC détectables aprés
disparition des iRBC (clairance parasitaire) témoigne de I'absence d’hémolyse immédiate de cette

sous population globulaire et du décalage temporel de leur apparition.

Leur nombre est étroitement corrélé au traitement utilisé, les dérivés d’artémisinine et I'artésunate
en particulier étant un puissant pourvoyeur d'oiRBC (cf. supra). Cependant la durée de vie de ces
0iRBC est réduite par rapport a celle de populations globulaires contréles et ce quel que soit le
traitement utilisé. Dans une étude portant sur 17 patients atteints de paludisme simple (10 traités
par artésunate et 7 par quinine) la demi-vie d’élimination des oiRBC était de 2 jours et la

décroissance était exponentielle. Dans le groupe de paludisme grave de la méme étude (65 traités

84



par artésunate et 10 par quinine) la demi vie semblait allongée par rapport aux iRBC mais aucun
0iRBC n’était détecté apres 21 jours de suivi [146]. Une évaluation plus précise (sur 21 patients
graves et simples) a déterminé la durée moyenne de vie des 0iRBC a 187 heures (IC95% [136-246])
soit environ 7 jours, contre 66 heures (IC95% [30-108]) pour les iRBC et 1087 heures (IC95% [840-
1213]) pour la durée moyenne de vie des uRBC (45 jours environ) [145]. Ces résultats, groupant les
patients traités par DHA, artésunate ou quinine, montraient une durée de vie raccourcie de toutes
les populations globulaires. De plus le traitement en lui-méme semblait avoir un impact sur la durée
de vie des o0iRBC. La durée moyenne de vie des 0iRBC des patients traités par DHA ou artésunate
était de 145 heures (IC95% [102-205]) contre 282 heures (IC95% [181-440]) pour la durée de vie des
0iRBC des patients traités par quinine. L’explication n’est pas univoque. La DHA pourrait, en
interagissant avec la spectrine globulaire, en altérer les propriétés membranaires [198]. Plus
probablement la création tres rapide d’'un grand nombre d’o0iRBC dans cette phase aigué infectieuse
et le contexte oxydatif et immunologique dans lequel ils sont générés entraineraient des dommages
sur ces o0iRBC, réduisant leur durée de vie. Le seuil splénique se trouve aussi modifié dans cette
situation, avec une diminution du seuil de détection des anormalités globulaires [151]. Enfin Ia
grande charge de globules infectés se présentant pour le processus de pitting pourrait dépasser les
capacités splénique d’une filtration de qualité et entrainer des dommages globulaires lors du
franchissement des fentes interendothéliales [145]. Tous ces phénomenes pouvant concourir a la

réduction de durée de vie des globules traités et pittés sous artémisinine.

Il est important de retenir que la durée de vie des 0iRBC est nettement plus longue que la durée de

vie des globules rouges parasités, écartant de fait I’hypothese d’une hémolyse précoce de ces oiRBC.

Nombre de travaux publiés anciens ne font pas la différence entre uRBC et 0iRBC, puisqu’ils ne
comparent bien souvent que les globules rouges parasités aux globules rouges non parasités sans
marquages spécifiques permettant de différencier les globules rouges pittés des globules rouges
jamais infectés persistant apres traitement. Dans une étude au Cr51 portant sur 8 malades (dont 5
infectés a P. falciparum), il a été montré que I’hémolyse pouvait perdurer pendant 5 semaines apres
la fin du traitement (qui était de 14 jours par chloroquine). L'importance de I’hémolyse était corrélé a
I'importance de la parasitémie initiale [199]. La demi-vie d’élimination des globules marqués (URBC
et probablement des 0iRBC, méme si leur nombre n’est pas possible a évaluer) était de 11,6 jours. Il
est permis de penser que certains mécanismes de destruction des 0iRBC sont les mémes que pour les
URBC (réduction de déformabilité et piégeage splénique, anticorps dirigés contre RSP-2 ou d’autres
déterminants antigéniques « décoration », opsonisation, activation macrophagique). Cependant les
travaux précis le démontrant manquent a ce jour. La reproduction in vitro du « pitting » est rarement

décrite car il est difficile de reproduire la contrainte mécanique exercée par la fente interendothéliale
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sur les iRBC menant au processus de pitting. Dans une expérience utilisant des microcapillaires en
verre de 2 um de diametre, il a été noté une modification de forme du globule rouge pitté aprés que
celui-ci ait été débarrassé de son parasite. Mais, ici, les formes obtenues aprés passage dans le
microcapillaire correspondraient plutét a une rupture de I'érythrocyte héte qu’un réel processus de

pitting reproduit (aspect de forme « fantome ») [133].

1.6.2.4 Résumé de I’'approche populationnelle globulaire
La destruction des iRBC, mise a part la rupture du schizonte, des uRBC et des 0iRBC dépend au final
de 2 mécanismes génériques : (i) une rétention splénique mécanique, variable selon la capacité du
globule infecté, non infecté ou pitté a se déformer suffisamment pour franchir les fentes
interendothéliales et (ii) une clairance immunologique, a laquelle la rate contribue de fagon
importante, mettant en jeu des interactions ligands-récepteurs reposant sur les macrophages et
touchant les 3 sous-populations érythrocytaires (iRBC, uRBC, 0iRBC). La durée de vie des uRBC et des
0iRBC est raccourcie par rapport a celle de populations témoins mais plus longue que la durée de vie
des iRBC. Cela sous-entend une clairance retardée de ces deux derniéres sous-populations

éme

globulaires au-dela du 7°™° jour (par convention), seuil déterminant un peu arbitrairement la fin de la

phase infectieuse de I'accés palustre.

Les facteurs discutés ci-aprés peuvent influencer le devenir des 3 sous-populations érythrocytaires
décrites précédemment. Il n'est pas toujours possible de préciser quelles sont les populations
globulaires concernées par ces facteurs d’hémolyse. On peut considérer pour certains facteurs

décrits que I'’ensemble des globules rouges peuvent étre concernés.

1.6.3 Impact de I’dge du patient sur la survenue de anémie
Si 'anémie sans gravité touche quasiment tous les malades, la SMA touche essentiellement les
enfants en bas dge. En zone africaine 7,6/1000 enfants de 0 a 4 ans sont hospitalisés pour SMA avec
une mortalité de 9,7% [200]. Le pic d’incidence de la SMA est de 1 an en zone de haute transmission,
de 2 ans en zone de transmission modérée et faible. Elle diminue avec I'dge devenant rare chez les
adultes [201]. La prévalence globale chez les enfants africains est de I'ordre de 21% avec une
mortalité de 8,4% (étude multicentrique). La SMA a été rapportée par certains a un déséquilibre de la
réponse immune au cours de l'infection pérennisant 'anémie par insuffisance de production et
dysérythropoiese [202] mais cette phase d’acquisition immunitaire anti palustre est contemporaine
du risque le plus important d’anémie. La théorie immuno-pathologique de I’'anémie palustre grave ne

fait pas 'unanimité.
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1.6.4 Impact de la température corporelle (fievre)
La fievre et lI'inflammation réduisent la durée de vie érythrocytaire en général (diminution de
déformabilité) mais I'impact de cette fievre sur la durée de vie globulaire est débattue au cours du
paludisme [116, 203]. Une température augmentée entrainerait une augmentation de
cytoadhérence (hyperexpression d'ICAM-1), diminuerait la croissance parasitaire intraglobulaire et
augmenterait la rigidité globulaire (diminution de déformabilité). Une étude réalisée in vitro a
montré que l'effet de la température sur la rigidité globulaire variait selon I'age parasitaire. Plus la
température augmentait (gradient progressif de 20°C a 41°C) plus la rigidité augmentait et ce
d’autant que le parasite était plus agé (nette augmentation pour les stades trophozoites et
schizontes). Par ailleurs il était noté un bond dans la rigidité entre 39°C et 41°C [204]. Une autre
expérience a été menée utilisant un modéle de parasites (3gés de 14 a 20h) exprimant ou pas la
protéine RESA (invalidation génique) et soumis a différentes températures (25°C, 37°C et 41°C). Il a
été montré que la température influait directement sur la rigidité des érythrocytes infectés par des
formes jeunes (stade « annulaire ») exprimant le RESA par rapport a une population invalidée pour le
géne codant pour RESA (n’exprimant pas cette protéine). Ce gain de rigidité est proportionnel a
I"augmentation de température [194]. A 37°C les érythrocytes contenant des anneaux présentent un
module de cisaillement de 17,6 uN/m contre 11,0 uN/m pour des globules infectés par des parasites
de méme age n’exprimant pas le RESA. A 41°C les érythrocytes contenant des anneaux présentent un
module de cisaillement de 29,9 uN/m contre 11,2 uN/m pour des globules infectés par des parasites

de méme age n’exprimant pas le RESA [194].

In vivo I'impact de la fievre, probablement liée a son caractere intermittent, semble plus difficile a

mettre en évidence [116].

1.6.5 Autres causes inconstantes d’anémie hémolytique dans ce contexte

1.6.5.1 Anémie hémolytique auto immune (AHAI) induite par le paludisme
La présence d’auto-anticorps au cours du paludisme est connue mais leur impact physiopathologique
est difficile a déterminer. Une série de 100 patients indiens atteints de paludisme aigu, a été
systématiquement évaluée a HO et 4 semaines plus tard [205]. Une recherche d’auto anticorps, un

dosage du complément (C’), la recherche de complexes immuns et le test de Coombs® direct ont été

¢ Test de Coombs direct et « Direct Antiglobuline Test » (DAT) : test qui met en évidence la présence d’auto ou
d’alloanticorps a la surface des globules rouges. Un sérum polyspécifique pan globulinique anti IgG, M, parfois
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réalisés. Des anticorps anti ssDNA, dsDNA ou facteur rhumatoide ont été isolés a HO dans 51%, 30%
et 38% des cas respectivement. La présence de complexes immuns a été mis en évidence chez 32%
des malades dans cette série et 3/8 dans une autre publication [199]. Les fractions C3 et C4 du
complément étaient basses dans 8% et 31% des cas respectivement. |l s’y associait une gammapathie
polyclonale touchant les IgM, IgG et IgA dans environ 25% des cas traduisant une activation
polyclonale B dans ce contexte. Un mois plus tard les immunoglobulines, la fraction C4 et des
complexes immuns étaient toujours présents a titre élevé, par contre les auto-anticorps avaient

disparu.

Un test de Coombs positif est trouvé dans 3%, 6%, voire 94% des cas dans certaines études [115, 205,
206]. Sa responsabilité dans la survenue d’'une hémolyse auto immune est difficile a démontrer.
Quatre soldats américains sur 131 de retour du Vietnam ont présenté une anémie hémolytique a
Coombs positif en 1gG. Chez 3 patients le Coombs semblait étre en rapport avec I'administration de
quinine pour rechute palustre. Deux patients présentaient une dermatite, et I'un une fiévre bilieuse
hémoglobinurique. Le troisieme présentait une pan-agglutination d’un éluat de globules rouges
débarrassé de quinine. Le quatrieme patient présentait une hémolyse compensée et la positivité du
Coombs n’était pas rapportée a la quinine [206]. Tous avaient un test de Coombs indirect® négatif
écartant I'hypothese d’anticorps libres dans le sérum et la recherche d’anticorps spécifiques anti-
quinine était négative. Chez 17 enfants Gambiens, le Coombs était positif chez 16 d’entre eux; 9
présentaient un Coombs a IgG dont le titre était corrélé positivement a la parasitémie initiale [115].
Par contre I'anémie était précoce et ne semblait pas étre en rapport avec la positivité et I'évolution
des tests de Coombs. A contrario un travail ancien mené sur 160 enfants, en Gambie également,
retrouvait plus de 50% de positivité du test de Coombs. Par contre seul un test de Coombs positif a la
fraction C3d seul du complément était associé au risque d’anémie accompagnée d’hémolyse
extravasculaire (image d’érythrophagocytose monocytaire de globules non infectés (URBC) exprimant
le récepteur au C3b) [207]. Les autres types de Coombs étaient parfois positifs (1gG seules, IgG+C3d,
IgG+C3d+C4b+C3b) mais ne semblaient pas étre associés a 'anémie profonde. La sensibilisation des

globules rouges a des Ig ou au C’ ne dépendrait pas de la parasitémie ; des titres élevés sont trouvés

A et/ou anti complément (C’) est mis en contact des globules rouges du malade. Si une agglutination est notée,
une phase d’élution permet de déterminer le type et la spécificité de I'anticorps isolé. Il existe des faux
négatifs : erreurs techniques, trop peu d’anticorps a la surface du globule rouge (il faut un minimum de 100 a
150 molécules d’'immunoglobuline fixées par globule rouge), une AHAI a IgA (3%). Le test doit étre répété.

P Test de Coombs indirect et « Indirect Antiglobuline Test » (IAT) : test qui met en évidence la présence d’auto
ou d’alloanticorps circulant dans le sérum du malade. Des globules rouges sont incubés dans le sérum du
malade. L’agglutination immédiate traduit la présence d’'IgM dans le sérum du malade. En l'absence
d’agglutination, les globules tests sont incubés avec un sérum anti-panglobulinique ou anti-spécifique (IgG).
L’agglutination révele alors la présence d’anticorps IgG dans le sérum du malade.
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a parasitémie faible, des résultats positifs sont retrouvés a parasitémie nulle. Cette sensibilisation et
la phagocytose qui en découle touche essentiellement les uRBC, puisque in vivo des images dans le
sang périphérique d’érythrophagocytose monocytaire ne montrent pas d'images d’iRBC [207]. Le
type de réaction dans ces authentiques AHAI serait de type complexe-immun. La sensibilisation des
érythrocytes résulterait de I'attachement passif de fraction du complément et de complexes
antigénes parasitaires-anticorps [208]. La mise en évidence fréquente de complexes immuns dans les
différents travaux va dans ce sens. Enfin la persistance de positivité de ces tests pouvant aller allant
jusqu’a 6 semaines, donne les arguments d’une destruction d’origine immunologique prolongée dans

le temps et intéressant les uRBC et probablement les 0iRBC.

Une autre publication a rapporté 10 patients atteints de paludisme grave dont 4 avaient une AHAI au
cours du suivi [209]. Il s'agissait d’une AHAI a IgM anti-triosephosphate isomérase (enzyme
glycolytique), responsable d’une hémolyse prolongée, avec anémie, a test de Coombs négatif. Le
type et le taux d’anticorps, étaient déterminés par immunofluorescence et immunoblot. L’anticorps
était dépisté des JO (jour du diagnostic de paludisme) chez les 4 malades et son taux, corrélé a
Iimportance de I'hémolyse, variait au cours du temps: pour certains les taux les plus élevés
existaient en début d’acces (JO a J7) allant décroissant, pour d’autres le pic d’anticorps survenait au

cours de la deuxieme ou troisieme semaine [209].

Au cours de I'acces palustre il existe une activation polyclonale B qui peut positiver nombre de tests
immunologiques. Par contre I'existence d’AHAI palustres induites est possible, quoique
probablement assez rare, et nécessite pour étre confirmée une exploration compléete du test de
Coombs (élution®, sérum spécifique, titre). Parfois la mise en évidence d’anticorps spécifiques dirigés
non pas contre des protéines membranaires globulaires mais des enzymes nécessitent des
techniques non réalisées en pratique courante [209]. La seule positivité du Coombs dans ce contexte
ne suffit pas a retenir le diagnostic formel d’AHAI secondaire a I'infection. Un élément intéressant est
la cinétique de la positivité de ces tests. Positifs des le début du traitement ou apparaissant plus tard
au cours de l'acces, leur positivité est probablement en rapport avec la durée d’évolution de la
maladie avant le diagnostic, la durée d’exposition du patient aux antigénes parasitaires durant le
traitement, la libération d’antigenes parasitaires par le traitement pouvant entrainer des
modifications du Coombs [207], et le temps d’apparition de ces anticorps (habituellement 10 a 15

jours en moyenne).

E &y 2 ; . . . . . N ; . . g N
Eluat et élution : manipulation qui consiste a décrocher les anticorps fixés sur les globules rouges et a en
déterminer la spécificité. Technique peu sensible, elle est en revanche tres spécifique.
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1.6.5.2 Anémie hémolytique immune induite par les médicaments (AHIM)

Les AHIM sont rares, évalués a 1/1000000, soit dix fois plus rares que les thrombocytopénies

médicamenteuses immunologiques [210]. Parmi les 127 médicaments responsables d’anémie

hémolytique prouvées depuis plus de 30 ans, 42% sont des antimicrobiens, essentiellement des

bétalactamines. Parmi les antipaludiques, seuls la quinine, la méfloquine et la doxycycline semblent

étre responsables d’AHIM [211]. Les observations étayées rapportées sont rares [212]. C'est a dire

que I’AHIM lié a un antipaludique semble exceptionnelle.

Quatre mécanismes sont décrits au cours des AHIM (Figure 1-23). Le test de Coombs agit comme un

test de dépistage qui met en évidence des anticorps anti-érythrocytaires. Pour prouver I’AHIM il faut

mettre en évidence le médicament responsable de l'interaction antigéne-anticorps. Ces différents

mécanismes ne sont pas exclusifs les uns des autres et peuvent s’additionner pour un médicament

donné.

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Le mécanisme « hapténe-cellule » : I'anticorps se fixe sur le médicament, ou un
métabolite, adsorbé sur la paroi globulaire. La mise en évidence de I'anticorps nécessite
la mise en contact du plasma du malade avec une solution de globules rouges sensibilisés
par le médicament incriminé. L'éluat est négatif.

Le mécanisme « complexes immuns » : I'anticorps se fixe sur le médicament, ou un
métabolite, et une protéine de la paroi globulaire. La mise en évidence de I'anticorps
nécessite la mise en contact du plasma du malade avec une solution de médicament a
I’état libre et des globules rouges non sensibilisés. L'éluat est négatif.

Le mécanisme « auto-immun » : I'interaction est ici non dépendante du médicament
directement, dite AHAI-like puisque impossible a différencier d’une authentique AHAI au
plan sérologique. L’anticorps agit comme un auto-anticorps qui se fixe sur une protéine
de la paroi globulaire essentiellement, et tres peu sur le médicament. Le médicament
n’est pas nécessaire a I'interaction contrairement au type (ii). Seule I’évolution a I'arrét
du médicament permettra de faire la différence avec une authentique AHAI. Dans les
deux cas I'éluat sera positif. Dans le cas d’'une AHIM, il sera noté une régression des
symptomes en 15 jours apres I'arrét du médicament suspecté. La négativation du test de
Coombs par contre, peut prendre plusieurs mois.

L’adsorption non immunologique de protéine (ANIP) : le médicament modifie et dévoile
des composants membranaires qui vont interagir avec des immunoglobulines, des
fractions du complément, mais de maniére non spécifique au médicament considéré. En

général le test de Coombs direct et indirect sont positifs par contre I'éluat est négatif.
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Les types (i) et (ii) sont aussi appelés « Anémie Hémolytique Immuno-Allergique » (dépendant du

médicament), par opposition au type (iii) indépendant du médicament.

Anticorps aa
(i) / \

Anticorps \ . Anticorps
| [ (i)

(i)

Anticorps
(iv)

Globule rouge

Figure 1-23. Schéma récapitulatif des différents mécanismes des AHIM (inspiré de [210]).

Le tableau 1-3 résume les données du Coombs dans les principaux cas de figure d’AHIM.

Type de mécanisme Type d’hémolyse Médiation Coombs
Type (i) : hapténe-cellule Extravasculaire IgG IgG

Type (ii) : complexes immuns Intravasculaire IgM, complément C3

Type (iii) : indépendant Extravasculaire IgG IgG, rarement C3

Tableau 1-3. Les différents types d’hémolyse, de médiation et de résultats du Coombs direct en
fonction du type d’AHIM suspecté. (i) haptéene-cellule, (ii) complexes immuns, (iii) indépendante du
médicament, de type AHAI-like.

1.6.5.3 Stress oxydatif et/ou AHIM: fiévre bilieuse hémoglobinurique (FBH-

« Blackwater Fever ») et déficit en G6PD
La FBH est définie officiellement par la survenue brutale d’'une hémolyse intravasculaire,
s’accompagnant d’une hémoglobinurie dans les heures qui suivent la mise en route d’un traitement
anti paludique (aprés une ou deux doses) chez un patient a faible parasitémie [45]. Elle est donc en
régle a distinguer d’'une hémolyse d’origine parasitaire exclusive accompagnée d’hémoglobinurie
secondaire, critére de gravité en lui-méme et précédant tout traitement antipaludique (Tableau 1-1).

Son incidence semble étre de I'ordre de 1 a 3% au cours du paludisme grave aprés début du
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traitement [46, 169]. La couleur des urines (Coca-Cola* ou Porto* selon le contexte culturel) trés
particuliére et peu fréquente dans les cas de paludisme grave en a fait une entité a part. Initialement
décrite chez des patients a trés faible parasitémie, la gravité de I'hémolyse et des signes
accompagnateurs (insuffisance rénale, anémie sévere) a fait suspecter une origine médicamenteuse
a la FBH. Elle survenait dans les heures suivant la prise de quinine chez des patients suspects de
sensibilisation a la quinine (auto médication depuis des années par quinine chez des expatriés
essentiellement) [45]. L'hypothése d’une origine immunologique prévaut alors avec la présence
d’anticorps induits par la présence de quinine dirigés contre les globules rouges mais aussi la
nécessité d’une infection palustre. L'interaction des deux phénomeénes n’est pas expliquée mais
semble obligatoire. L’absence de cet effet secondaire lors de I'utilisation de quinine (traitement des
crampes nocturnes, mais il est a noter que les doses utilisées dans ce cadre ne sont pas les mémes)
en I'absence de paludisme plaide pour une interaction immunologique entre I'individu susceptible, le
médicament et I'infection [213]. Rarement mis en évidence le type d’AHIM strictement secondaire a
la quinine est lié a la présence de complexes immuns (type (ii)) [211]. Sur une étude de 25 patients
avec FBH testés, le Coombs était positif en 1gG et/ou complément seul chez 70% des malades sans
que le diagnostic d’AHIM ne soit retenu devant la faible spécificité des taux et leur fugacité [214]. La
présence de 'infection et d’un traitement anti-infectieux pouvant I'un et I’autre étre responsable de

manifestations dysimmunitaires rend difficile la discussion étiologique.

Devant la multiplication des cas y compris en zone d’endémie, touchant aussi des enfants non
spécialement sensibilisés par la quinine [215, 216], les publications récentes incriminent plutét une
moindre résistance des globules de ces malades au stress oxydatif induit par certains médicaments.
En effet des cas ont été décrits faisant suite au traitement par quinine, méfloquine, halofantrine,
artésunate, artemether-luméfantrine, DHA-pipéraquine [214-219]. Une publication récente a mis en
évidence que le métabolisme de la quinine (par le biais du cytochrome P4503A4) libérait des
métabolites toxiques (stress oxydatif dose dépendant) pour les globules rouges les rendant d’autant
plus a risque d’hémolyse en cas d'impaludation et/ou de déficit en G6PD [220]. La survenue de FBH
peut étre associé au déficit en G6PD dans plus de 50% des cas dans certaines publications [213],

confirmant un substratum « oxydatif » au syndrome.

La G6PD est une enzyme fondamentale du métabolisme d’oxydoréduction des cellules aérobies. Au
sein du globule rouge son role est encore plus important puisque c’est la seule source de NADPH qui
protége la cellule contre le stress oxydatif (radicaux libres oxygénés toxiques), via la glutathion
réductase. Ce stress oxydatif peut étre secondaire aux infections, a certains médicaments, aux feves
(favisme). Le déficit enzymatique, qui touche plus 400 millions de personnes dans le monde, est

exprimé en pourcentage d’activité de I'enzyme par rapport a la normale. Il est plus ou moins profond
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en fonction des mutations géniques [221]. La maladie peut étre asymptomatique ou mener au déces
par hémolyse aigué et ses complications, avec tous les intermédiaires d’expression possible. Certains
médicaments antipaludiques (primaquine, bleu de méthyléne, acide nalidixique) peuvent entrainer

une hémolyse extra et intravasculaire en cas de déficit en G6PD (si le déficit est < 50%).

1.6.6 Défaut de production : un déséquilibre immuno-inflammatoire
Au cours de l'accés palustre et a fortiori si il y a répétition des acces, la moelle osseuse présente un
certain degré d’insuffisance de production et/ou de dysérythropoiése. Ceci a pour conséquences une
production de réticulocytes insuffisante au regard du niveau d’anémie (index de production
réticulocytaire ou RPI insuffisant) ce qui contribue a la pérenniser [111]. Les médiateurs
inflammatoires et anti-inflammatoires (cytokines), les chémokines, les facteurs de croissance, les
molécules effectrices et I'activation cellulaire engendrée pour le contréle de I'infection entraine une
altération de I'érythropoiése [202]. Ce déséquilibre de la réponse inflammatoire engendré par
I'infection palustre est quasi constant. Nombre d’accés palustre s’accompagnent d’une sidération
médullaire d’une durée de plusieurs jours. La production réticulocytaire adaptée au niveau d’anémie,
afin de remplacer la perte globulaire, survient a mesure que la parasitémie disparait en général au
cours de la premiére semaine sous traitement [222]. De nombreux états inflammatoires
s’accompagnent de dysérythropoiése et d’'une diminution de la production médullaire touchant la
lignée érythroide. La figure 1-24 résume la dysrégulation de la réponse immune innée au cours de la
SMA et son action inhibitrice sur la production de réticulocytes et de globules rouges. Le primum
movens serait la phagocytose de I’hémozoine parasitaire par les monocytes, ce qui déregle la
production de médiateurs inflammatoires. On note une diminution de la production d’IL-12 (qui
stimule la production de TNF-a, d’IFN-y des cellules T et active les cellules NK et sert au contréle de la
parasitémie) a la suite de la phagocytose des iRBC et/ou de I’hémozoine. Cette diminution entraine
une syntheése accrue d’IL-10 (anti inflammatoire) plus tardivement au cours de l'accés palustre.
Cependant les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IFN-y, IL-6, MIP) sont en exces, s’accompagnant
d’un ratio IL-10/TNF abaissé ce qui inhibe la production médullaire [223]. Le NO et ROS, radicaux
libres toxiques, en concentration élevée inhibe I'érythropoiése et active la destruction parasitaire.
Dans cet état d’activation les concentrations de NO et ROS diminuent progressivement entrainant
une réduction de leur action antiparasitaire et prolongeant la présence du parasite et I’activation

inflammatoire.
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1.6.6.1 Une dysérythropoiése associée
Au cours de linfection chronique les érythroblastes présentent des anomalies de maturation
nucléaires [115]. Ils sont phagocytés par les macrophages [224] activés par I'élévation des taux de
certaines cytokines comme I'IFN-y. L'anémie est associée a la persistance de taux élevé d’IFN-y et des
taux abaissés d’IL-4 par effet suppresseur sur les progéniteurs érythroides [225]. Des protéines
mérozoitaires (RSP2) peuvent aussi décorer les érythroblastes et entrainer une phagocytose et

activation du complément [196].

1.6.6.2 Une insuffisance médullaire associée
Lors de I'infection, le taux d’érythropoiétine plasmatique est adapté au niveau d’anémie par contre la
réponse médullaire est insuffisante [226]. Il s’ensuit une insuffisance de production au regard du
niveau de la perte (RPI insuffisant). Cette absence de réponse est rapidement réversible (3 jours) en
cas d’infection aigué et le taux de production globulaire est rapidement adapté [227]. Bien que la
production d’EPO augmente au cours du temps il semblerait qu’au cours du paludisme grave cette
production bien que présente, demeure insuffisante dans 50% des cas a J28, pérennisant I'anémie
[228, 229]. Certains auteurs considerent le RPI comme insuffisamment élevé durant les 14 premiers
jours de I'acces palustre [230]. Toutefois, les valeurs seuils de RPI ont été établies dans le contexte
d’hémolyses chroniques stables au cours desquelles I'adaptation de la réponse médullaire a eu des
semaines ou des mois pour se mettre en place. L'interprétation du RPI est sans doute différente au
décours immédiat d’épisodes anémiques aigus. Un taux tres faible de réticulocytes 48 heures apres
une baisse brutale de 'hémoglobine ne traduit en rien une insuffisance médullaire mais refléte le
temps nécessaire (3 a 5 jours) pour qu’une réponse adaptée se mette en place. Le RPI est
fréguemment calculé inadéquat et insuffisant (RPl < 2 ou 3) dans les situations de SMA [231] mais
semble étre un marqueur peu adapté pour rendre compte de la dynamique de régénération dans les

circonstances d’un acces palustre unique.
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Figure 1-24. Modélisation de la dysrégulation de la réponse immune innée au cours de I'anémie
palustre (adapté de [202]). A lire en partant du haut de la figure. Les fleches pleines indiquent un
effet stimulateur. Les traits hachurés indiquent un effet inhibiteur. Les médiateurs avec taux élevé
sont en vert. Les médiateurs avec un taux abaissé sont en rouge. PfHz : hémozoine de Plasmodium
falciparum. PGE2 : prostaglandine E2. RANTES : « regulated on activation normal T cell expressed and
secreted », d’origine plaquettaire, stimule 'hématopoiése, 'angiogenése, la prolifération cellulaire et
le développement. MIF: « macrophage migration inhibitory factor». MIP: « macrophage
inflammatory protein ». SCGF: « human stem cell growth factor », facteur de croissance des
progéniteurs érythroides. BFU-E/CFU-E : « burst forming unit — erythroid / colony forming unit-
erythroid ». NO/ROS: NO et «Reactive Oxygen Species », action délétére sur le parasite et
I’érythropoiese.

1.6.7 Hémolyse différée et AS : un nouveau profil évolutif de I’hémoglobine au cours de

I'infection plasmodiale traitée par AS

1.6.7.1 Une nouvelle anémie ?
L’artésunate intraveineux est généralement bien toléré [232] mais depuis la disponibilité du

médicament en Europe, un travail récent a révélé I'apparition retardée dépisode d’anémie
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hémolytique parfois trés profonde survenant entre le 14°™ et le 30°™ jour aprés le début du
traitement [233]. Sa physiopathologie semble d’emblée complexe. Ces épisodes surviennent dans
environ 10 a 15% des cas (Tableau 1-4) chez des voyageurs traités par AS [108, 230, 233-236]. Cette
hémolyse est différée ; elle survient 2 a 3 semaines apres le début du traitement alors que la
clairance parasitaire est depuis longtemps achevée. Elle s'accompagne d’une anémie requérant une
transfusion sanguine dans 40% des cas. Ces caractéristiques temporelles et qualitatives (hémolyse
s’accompagnant d’anémie) nous ont fait proposer le terme de « PADH » pour « Post Artesunate
Delayed onset Hemolysis » [108]. La PADH se résout en 3 a 6 semaines apres la premiére dose d’AS
intra veineux [233]. Le mécanisme prédominant de destruction semble hémolytique avec un taux de
LDH sérique élevé et un taux d’haptoglobine effondré. Il est a noter que I'expérience de I'AS hors
zone d’endémie a confirmé son efficacité antipaludique et qu’aucun patient n’est décédé de cet effet

secondaire.

Les causes classiques d’anémie associées dans ce contexte (AHAI, AHIM, enzymopathie) ne sont pas
retrouvées [230, 235, 237-239]. Dans la seule étude comparative existante la PADH a été
diagnostiquée chez 5/8 patients hyperparasitémiques traités par AS seul ou en combinaison et jamais
retrouvés chez les patients traités par quinine seule ou en combinaison [236]. Cette donnée semble
confirmer que cet effet secondaire est propre a I’AS et probablement aux artémisinines [240] et n’est
pas retrouvé avec d’autres traitements [236]. L’existence d’une forte parasitémie a I'introduction du
traitement a été incriminée dans la survenue de la PADH [233, 235]. Par contre une dose cumulée
importante d’AS ne semble pas nécessaire a la survenue d’une PADH. L'utilisation d’un produit de
mauvaise qualité et ne répondant pas aux critéres de bonne méthode de fabrication (GMP), évoqué
un temps, est peu probable compte tenu de la détection de cas chez des patients traités avec de I’AS
préparé par différents laboratoires pharmaceutiques [237, 238]. L’anémie lié a la PADH n’a jamais
été mise en évidence auparavant dans les méta-analyses [232] ou les grands essais thérapeutiques
[46, 169]. Il est a noter que dans ces essais, le suivi des malades n’excédait pas 7 jours. Les dernieres
publications en date ont retrouvés des anémies de type PADH chez des enfants africains traités par

AS [241, 242].

Le tableau 1-4 présente les études publiées a ce jour décrivant des cas d’anémie différée
probablement secondaire a I'AS (ou de diagnostic différé) survenant chez des patients atteints de
paludisme (grave en général) et d’'importation. La lecture des travaux met en évidence deux
problémes majeurs : (i) il 'y a pas de consensus sur la définition de cette hémolyse tardive et (ii)
certains travaux présentent deux types de phénotypes d’hémolyse I'une persistante au cours du
temps et 'autre, de novo, brutale non décrite auparavant [233, 235]. Compte tenu de la chronologie

les deux types d’anémie sont rapportés a I'utilisation de I’AS dans ce contexte (PADH au sens large).

96



Cependant le phénotype d’hémolyse persistante (cf. supra) est déja connu au cours du paludisme. Ce
qui est nouveau est I’'hémolyse différée, a test de Coombs négatif ou non spécifique. C'est ce
phénotype différé, nouvellement décrit qui semble étre propre a I'AS et jamais décrit auparavant

(PADH au sens strict) [108].
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Tableau 1-4. Récapitulatif des études publiées de cas de paludismes graves d’importation traités par AS avec suivi de tolérance (incidence de I’hémolyse

retardée sous AS).

N
Auteur, référence | Année avec suivi Conception Détail du TTT Descriptif PADIHt Transfusion Note
d’anémie sensu fato
Itoda, [234] 2002 1 CC, Japon, PG, importation AS hémolyse persistante 1 (100%) 1(100%) Ler cas mondllal rapporte,
article en japonais
PG, importation, AS+D, o o . :
Morch, [171] 2008 9 rétrospectif, descriptif AS+Clinda, AS Ok 0 (0%) 0 (0%) pas d'effets rapportés
) PG, importation, o o , .
Bartoloni, [243] 2010 8 rétrospectif, descriptif AS+Q Ok 0 (0%) 0 (0%) pas d'effets rapportés
AS 9 décés sur 176 PG,
CDC, [244] 2010 39 PG, USA, importation e Ok 0 (0%) dm 4 déces traités par Q puis
parfois Q avant )
relais / AS
Kano, [239] 2010 4 Revue des cas japonais AS, ACT hémolyse différée 2 (50%) 2 (100%)
PG, importation, hémolyse 3 persistantes o 0 .
Zoller, [233] 2011 25 rétrospectif, descriptif AS ot 3 différées 6 (24%) 5 (83%) AS premiére ligne 22/25
Callender, [245] 2011 1 CC, PG, importation AS Ok 0 (0%) 0 (0%) pas d'effets rapportés
. . . AS, AS+D, , ) . o
Kreeftmeijer-Vegter, 2012 55 Pg; et PS, !mportat.lo_n, AS+Clinda, hemolyge’llper3|stante 7 (13%) 4 (57%) monothérapie d'AS 63%
[235] rétrospectif, descriptif . et 6 différées (7/55) des cas
parfois Q avant
CC, PG, myasthénie, \ .
Dournon, [246] 2012 1 importation AS Ok 0 (0%) 0 (0%) pas d'effets rapportés
Rolling, [230] 2012 3 CC, PG, importation AS hémolyse différée 3 (100%) 1 (33%)
Eder, [247] 2012 24 PG, rétrospectf, AS IV vs. Q IV hémolyse différée 1 (4%) dm que le résumé,
comparatif, importation pas pu avoir l'article
Caramello, [238] 2012 1 CC, PG, importation AS hémolyse différée 1 (100%) 1 (100%)
Jarvis, [248] 2013 1 CC, PG, importation AS hémolyse différée 1 (100%) 1 (100%) cas d‘r"gtseo‘f;‘g‘?gns sa
) PG, rétrospectif, comparatif, AS IV ouintra . el o premier papier qui prouve
Rolling, [236] 2013 8 importation rectal vs. Q hémolyse différée 5 (63%) 3 (60%) PADH lié & [AS
. premier papier qui trouve
Roling, [249] 2014 72 PG, pro;"r’ii‘;'rfs' enfants AS hémolyse différée 5 (7%) 1 (20%) des PADH en zone
d'endémie
Burri, [242] 2014 201 PG, prosp'ect'lf, enfants AS hemolyse_ différée et 23 (11%) 4 (17%) marqueurs d hef’qo_lyse
africains persistante absents de la définition
Total 16 453 55 (12%) 23 (42%)

N : nombre de patients de I'étude. CC : cas clinique. PG : paludisme grave. AS : artesunate. PS : paludisme simple. Q : quinine. Clinda : clindamycine. D :
doxycycline. dm : donnée manquante
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1.6.8 Approche chronologique de la perte et signification clinique des profils évolutifs de
I’hémoglobine au cours de l'infection

Une étude clinique a montré que la chronologie de la perte n’était pas uniforme. Il est estimé, au
regard du taux d‘hématocrite a I’état stable, aprés convalescence, que % de la perte survient avant
traitement et les % apres [189]. D’autre part, la cinétique de perte n’est pas non plus uniforme. Une
partie des sous populations globulaires disparaissent rapidement, d’autres mettent plus longtemps a
disparaitre (URBC, 0iRBC, cf. supra). Enfin s’ajoute un facteur quantitatif (hémolyse a bas bruit ou
brutale selon les mécanismes en cause) a cette perte qui module son expression clinique. Une
hémolyse qui réduit de plus d'un facteur 6 la durée de vie globale des globules rouges donnera une
hémolyse déclarée et cliniquement (et biologiquement) détectable. Enfin les mécanismes de
production s’intensifient et concourent au remplacement de la perte globulaire. Cette phase de

restauration dure 6 semaines en moyenne [189].

1.6.8.1 Perte précoce
L'analyse de la littérature permet de proposer un canevas temporel d’évolution du taux
d’hémoglobine. Avant traitement une perte est déja notée. Cette perte précoce concerne
probablement les iRBC et les uRBC mais pas les 0iRBC puisqu’ils semblent épargnés au début et qu’en
I'absence d’artémisinine leur nombre est probablement faible (pitting naturel faible, < 5%). Par
ailleurs il apparait sous traitement que la perte en hémoglobine liée a la rupture des schizontes
(iRBC), compte tenu de la durée du cycle parasitaire et de la durée des traitements, n’excede pas 7
jours au maximum [34] c'est-a-dire que I'ensemble de la perte en hémoglobine liée a la destruction

eme

des iRBC traités ou pas survient avant le 7°™ jour.

1.6.8.2 Perte tardive et profils « persistant » et « différé »
L’évolution de I'hémoglobine au cours des jours suivants sera variable selon les mécanismes de

destruction globulaire et permet de définir 3 profils évolutifs :

(i) Le profil « classique » : 'absence de facteurs surajoutés (cf. supra), de carence et une
régénération médullaire adaptée faisant suite a la perte précoce (iRB, uRBC) et
compensant les pertes de la phase tardive (URBC, 0iRBC) qui passeront inapercues
entrainera une récupération progressive du niveau d’hémoglobine nécessitant plusieurs
semaines [189]. C'est en fait le profil le plus fréquent d’évolution. Le nadir
d’hémoglobine survient au plus tard aux alentours de J7, I'ensemble de la perte

globulaire ayant eu lieu auparavant.
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(i) Le profil « persistant » : la persistance d’'une hémolyse montrera une stabilité du taux
d’hémoglobine puis une remontée progressive de son niveau a mesure que la production
compensera la perte due a I’hémolyse de I'ensemble des populations a durée de vie
raccourcies (URBC, 0iRBC). L’'hémolyse dans ce cas est de type extra vasculaire a bas bruit
[187, 199, 212, 233, 235]. La perte la plus importante est due a la perte précoce (nadir
d’hémoglobine) et a lieu avant J7 mais la perte se poursuit aprés par la disparition
progressive des autres populations globulaires.

(iii) Le profil « différé » : durant I'un des deux profils précédent, la survenue d’une hémolyse
intravasculaire brutale a un moment ou a un autre de I'évolution de I'accés apres
traitement (origine médicamenteuse, origine immunologique, rétention mécanique)
montrera une baisse brutale de I’hémoglobine avec apparition ou réapparition de
marqueurs d’hémolyse en rapport avec cet épisode aigu (effondrement de
I’haptoglobine, montée des LDH) [210, 212, 233, 235]. Elle correspond au canevas de la
PADH. C’est aussi le profil d’'une AHAI tardive.

Cette dissociation descriptive permet de rendre compte des différents profils évolutifs de
I’'hémoglobine au cours de I'acces palustre rencontré en pratique clinique. La figure 1-25 présente les

différents profils et leur évolution temporelle.
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Figure 1-25. Profils évolutifs d’hémoglobine et de marqueurs d’hémolyse au cours et au décours de

I"accés palustre.

1.6.9 Analyse mécanistique et populationnelle de la perte en globules rouges

En complément de la figure 1-25, |a figure 1-26 présente un résumé analytique des mécanismes qui

président a la perte et destruction de chaque sous-population érythrocytaire. Il est entendu que dans

une perspective physiopathologique les différents événements ne sont pas mutuellement exclusifs et

peuvent donc coexister chez un patient donné. Les iRBC détruits initialement sont des érythrocytes

infectés qui n"ont pu étre pittés. Les iRBC pittés (devenus de fait 0iRBC) sont épargnés de toute

destruction, au moins au début (épargne globulaire).
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Figure 1-26. Schéma récapitulatif des mécanismes responsables de la perte globulaire au cours de
I'anémie palustre en fonction des différents types globulaires et des différentes phases de I'acces.
(Sd) : syndrome. (=>...): syndrome accolé a leur mécanisme supposé. C': complément et
phagocytose indépendante des anticorps. « / M » : processus de destruction par interaction ligand-
récepteur par les monocytes-macrophages responsables d’une hémolyse extravasculaire de globules
rouges « altérés », « décorés », opsonisés. J : pas de destruction globulaire de cette population.
RBC : globule rouge. AHAI : anémie hémolytique auto immune. AHIM : anémie hémolytique induite
par les médicaments.
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1.7 Résumé de la problématique scientifique au démarrage de la thése

1.7.1 Points clés
Dans une lecture holistique du probleme ce nouveau phénotype d’anémie s’intégre parmi les
nombreuses causes d’anémie évoquées précédemment survenant au cours du paludisme. La PADH
donne naissance a une anémie hémolytique, retardée et généralement brutale (survenant en
quelques jours) correspondant nécessairement a la perte de globules rouges non infectés et/ou
pittés car il n’y a plus de globules rouges parasités lorsqu’elle survient (Figure 1-25 et 1-26). Elle ne
semble pas d’origine immunologique dans la mesure ou les résultats de la recherche d’AHAI/AHIM

sont parfois positifs sans certitude et parfois négatifs selon les patients, en résumé non définitifs.

L’AS est supérieur a la quinine car il est actif sur les parasites vieux ou jeunes au contraire de la
quinine qui n’est efficace que sur les formes agées. L'AS tue les parasites avant leur séquestration
réduisant ainsi la mortalité globale. Par ailleurs I’AS réduit la perte érythrocytaire immédiate par le

phénomeéne d’épargne globulaire secondaire au pitting.

La PADH, n'ayant pas été décrite avec d’autres traitements, est probablement liée a I'artémisinine et

a I'AS et donc tres probablement a ses spécificités d’action (activité sur formes jeunes et pitting).

1.7.2 Impact de la PADH en santé publique a I’échelle mondiale

L’'hémolyse retardée faisant suite a un traitement par artésunate peut étre responsable d'une
anémie profonde et nécessiter des transfusions sanguines. Ce nouvel effet secondaire pose
probleme a différents niveaux. Alors que I’AS est dorénavant recommandé a I'échelle mondiale
comme traitement du paludisme grave [47] la découverte de cet effet risque de ralentir voire de
stopper la transition thérapeutique au détriment de la survie des malades. Le caractére tardif du
phénoméne entraine des retards diagnostics pouvant avoir des conséquences médicales sérieuses,
en particulier chez les patients agés ou présentant des comorbidités. La survenue de cet effet
secondaire alors que les malades ont depuis longtemps quitté I’'hOpital pose probleme en termes de
dépistage des cas rendant leur prise en charge plus complexe surtout dans les pays a faible niveau de
recours sanitaire. Par ailleurs le taux élevé de transfusions jusqu’a présent rapporté, est un risque
médical surajouté dans les pays ou la sécurité transfusionnelle n’est pas assurée (HBV, HIV, HCV).

L’OMS dans une note d’octobre 2013 appelle I'ensemble de la communauté médicale et scientifique
a se mobiliser afin de décrire plus précisément cet effet secondaire, son épidémiologie et sa

physiopathologie [250].
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Par ailleurs la survenue de ce nouvel effet secondaire, a la lumiere des avancées récentes sur la
compréhension de la physiologie érythrocytaire et splénique au cours du paludisme pose des
questions théoriques conceptuelles et techniques, sur la destruction de ces globules rouges
responsables de I'anémie. La mise en évidence d’un (de) facteur(s) prédictifs et pronostics de la
survenue de cet effet secondaire, reposant sur la compréhension des mécanismes a |’ceuvre devient
une nécessité. La mise au point d’'un marqueur de risque précoce (durant les premiers jours de
traitement) aura I'avantage de permettre le repérage des patients en danger de PADH. Seuls les
patients a risque et non pas I’'ensemble des patients pourront alors bénéficier d’un suivi rapproché et
d’une prise en charge adaptée permettant un allegement du cout du suivi de tous les malades

traités, a fortiori dans les pays a faible niveau de recours sanitaire.

1.7.3 Fréquence, gravité ?
Les données actuellement disponibles sur la PADH sont essentiellement issues de cas cliniques et de
petites séries rétrospectives (Tableau 1-4), sans définition précise, sans suivi médical et biologique
clairement établi. Il en résulte que l'incidence réelle du phénomeéne, sa gravité et les facteurs
prédisposants restent pour le moment mal connus. Seule I’hyperparasitémie semble associée au
risque de PADH. Les deux derniéres publications menées en zone d’endémie avec observation
prospective semblent montrer une incidence de la PADH moindre que celle indiquée par les
premiéeres publications centrées sur les cas les plus graves survenant chez des voyageurs. Le taux de
transfusion, marqueur indirect de gravité, est établi aux alentours de 40% (Tableau 1-4). Reposant
sur le traitement des formes les plus graves et bien souvent en approche rétrospective, ce taux n’est

sans doute pas conforme a la réalité et il est inconnu a I’heure actuelle.

1.7.4 Hémolyse chez certains : pourquoi ?
Cette anémie hémolytique survient chez certains patients guéris de leur acces palustre traité par
artésunate. La question reste posée de savoir pourquoi seuls certains patients (environ 15 a 20% des
patients traités) vont patir de cette hémolyse et pas d’autres. Quels sont les facteurs propres aux
malades, a I'infection et sa régulation, a I'action du médicament, a I'environnement qui déterminent

le risque de survenue de cet effet secondaire ?
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1.7.5 Objectifs et questions posées
L’objectif principal de mon travail de thése a été de faire progresser la compréhension des
mécanismes de la PADH. Lorsque cette démarche a démarré il était déja clair que I'impact négatif de
la PADH ne remettait pas en question la supériorité de I'artésunate IV sur la quinine, déja prouvée
par ailleurs. Une meilleure compréhension du phénomeéne pouvait donc aider a préserver le gain
thérapeutique que constitue I’AS dans le traitement du paludisme grave. Mon travail a comporté
deux approches complémentaires afin de tenter de répondre aux questions exposées ci-dessus,

correspondant a une requéte récente de I’'OMS [250].

Quatre questions/objectifs résument la problématique :

(i) Quelle est lI'incidence de la PADH et son évolution au cours du temps dans une
population de voyageurs traités par AS pour paludisme grave ?

(i) Quelle est sa gravité et son impact ?

(iii) Quel(s) sont le(s) mécanisme(s) de cette hémolyse retardée en retenant I’hypothese que
cet effet secondaire est en rapport étroit avec le mode d’action original de la molécule
mais qu’il ne se manifeste pas chez tous les patients traités par AS ?

(iv) Quel pourrait étre le facteur prédictif de survenue de cette hémolyse afin de
sélectionner les patients les plus a risque qui pourront bénéficier d’un suivi rapproché et

adapté ?
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2 RESULTATS OBTENUS

Afin de répondre aux questions posées, le projet de thése débuté en janvier 2011 s’est développé
selon deux approches complémentaires. L'une fut épidémio-clinique, avec le suivi d’'une population
de voyageurs atteints de paludisme et traités par AS, I'autre cognitive avec |'utilisation des outils de
recherche développés au sein de I'équipe d’accueil. Il s’est agit de préciser, de clarifier et d’expliquer

les observations phénotypiques observées lors du suivi épidémio-clinique par les outils de recherche.

2.1 Organisation générale du travail de thése : deux approches complémentaires

2.1.1 Une approche épidémio-clinique
Elle a visé a identifier des facteurs prédictifs d’évolution vers les complications graves chez les
patients souffrant de paludisme d’importation aigu et traités par dérivés de I’AS. Cette approche a
reposé sur la mise a disposition et la diffusion de I’AS pour le traitement des accés graves, en France,
sous |'égide de I’ANSM a partir de mai 2011. Au sein de |'association synergique de mon équipe
d’accueil et du Centre National du Paludisme — et soutenu dans cette action par mon service clinique
(Maladies Infectieuses et Tropicales dirigé par le Pr. Francois Bricaire puis par le Pr. Eric Caumes) —
j’ai participé activement a la mise a disposition de I’AS, apres accord de ’ANSM, a partir des phases

opérationnelles (http://ansm.sante.fr/Activites/Autorisations-temporaires-d-utilisation-ATU/PUT-

Specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-therapeutique/Liste-des-specialites-soumises-a-un-

protocole-d-utilisation-therapeutique/MALACEF-60-mg-poudre-et-solvant-pour-solution-injectable

([251], Chapitre 1.5.6, Annexe 4.1). Adossé a la plateforme du CNR du Paludisme-site Pitié
Salpétrieére (Dr. Thellier) nous avons mené un suivi de cohorte de ces patients sur le plan de
I’efficacité et de la tolérance de ce nouveau traitement. La confirmation de la fréquence de survenue
de la PADH (2°™, 3*™ semaine) au décours du paludisme grave traité par AS a renforcé la nécessité

d’affiner le suivi épidémiologique et expérimental afin d’en clarifier le mécanisme.

2.1.2 Une approche expérimentale cognitive : « pitting » et rétention splénique des
globules rouges

L'accés aux données biologiques des malades en cours de traitement a permis d’explorer plus

finement le comportement des populations globulaires au cours de I'accés palustre grave

d’importation traité par AS par l'utilisation des outils développés par I'équipe d’accueil. Le

phénoméne de pitting (action d’expulsion des résidus parasitaires intraglobulaires dans ce contexte)

est mis en évidence par la révélation de la présence d’une protéine membranaire Pf155 (RESA),

106


http://ansm.sante.fr/Activites/Autorisations-temporaires-d-utilisation-ATU/PUT-Specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-therapeutique/Liste-des-specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-therapeutique/MALACEF-60-mg-poudre-et-solvant-pour-solution-injectable
http://ansm.sante.fr/Activites/Autorisations-temporaires-d-utilisation-ATU/PUT-Specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-therapeutique/Liste-des-specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-therapeutique/MALACEF-60-mg-poudre-et-solvant-pour-solution-injectable
http://ansm.sante.fr/Activites/Autorisations-temporaires-d-utilisation-ATU/PUT-Specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-therapeutique/Liste-des-specialites-soumises-a-un-protocole-d-utilisation-therapeutique/MALACEF-60-mg-poudre-et-solvant-pour-solution-injectable

précocement associée a la membrane interne du globule rouge parasité, qui représente I'empreinte
d’une infection récente. Le pitting naturel est déterminé ex vivo sur des prélévements de patients

traités par AS (Chapitre 1.4).

Le microsphiltre est un filtre constitué de microspheres métalliques de 5 a 25 microns de diametre
qui reproduit la contrainte mécanique imposée au globule rouge quand celui-ci franchit la fente
interendothéliale splénique. La « microsphiltration » reproduit in vitro la perception mécanique des
globules rouges par la rate. Ce dispositif permet de déterminer les taux de rétention de globules
rouges (GR) anormaux circulant dans le sang des patients, ou générés en culture. L’approche, ici, vise
a déterminer la valeur pronostique du taux de rétention des globules rouges parasités et non
parasités prélevés avant traitement chez des patients atteints de paludisme aigu, et du taux de
pitting de ces mémes GR exposés a I'AS in vivo et in vitro. On peut quantifier en microscopie a
fluorescence conventionnelle et/ou par cytométrie en flux la proportion des différentes sous
populations en amont et en aval du filtre (filtrat), et calculer ainsi leur taux de rétention ou de pitting

respectifs (Chapitre 1.4).

2.2 Organisation spécifique du travail de thése

2.2.1 Systeme de recueil de I'information clinique et biologique
La figure 2-1 résume les aspects organisationnels que nous avons mis en place depuis mai 2011
permettant un suivi de cohorte prospectif de malades traités par AS pour paludisme grave en France
(Chapitre 1.5). Cette organisation nous a permis de constituer une base de données cliniques et
biologiques de surveillance de I’AS en France. L’obtention d’échantillons biologiques via le réseau des
correspondants du CNR a permis ['utilisation des outils cognitifs du laboratoire. Cette surveillance
repose sur un double systeme de recueil d’information passif et actif. Passif, via les déclarations
spontanées des informations et I’envoie des prélevements biologiques parasitaires au CNR du
Paludisme-Site Pitié Salpétriere et des formulaires d’ATU nominative différée, de traitement,
nécessaire pour |'obtention du médicament (Figure 1-22). Il s’y associe le cas échéant les déclarations
spontanées au Centre National de Pharmaco vigilance (Bénédicte Lebrun-Vignes) de tout effet
secondaire ou indésirable. Actif, par la recherche complémentaire en temps réel des données
clinigues et biologiques de suivi et d’évolution des malades (efficacité et tolérance). Des boucles de
rétro-informations et le controéle des doublons ont permis d’'implémenter les données des différentes

bases de données partenaires, au cours du temps.
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Ces informations recueillies, en complément du travail de thése, ont permis de générer des rapports
de tolérance et de pharmacovigilance a destinée de la communauté médicale et des autorités de

tutelle (ANSM, HCSP) [251, 252].

Recueil passif : ATU de distribution de A5, déclarations de Pharmacovigilance,

réseau du CMR du paludisme...

Systéme de Fiches ANSM-ATU CMR Paludisme France
pharmacovigilance Pré traitement jdéclaration non
[CRPV) Finde traitement obligatoire)
Base de données

Artésunate IV FRANCE

Becueil actif - email, téléphone, fax...

Comptes rendus médicaux (1, 2, 3 ..) et paramétres biologigues de 10 a 128

Figure 2-1. Systeme de recueil d’information des malades traités par AS en France.

2.2.2 Recueil et analyse des données cliniques, traitement utilisé
Reposant sur le systeme de I’ATU les données sont prospectivement collectées sur les fiches ANSM
(Annexe 4.1) au début et a la fin de chaque traitement par les médecins en charge des malades et
complétées par les compte rendus d’hospitalisation (CRH) et de consultation via I'organisation mise
en place (Figure 2.1). Des données additionnelles sont obtenues de la part du centre de
pharmacovigilance. L‘age, le sexe, le pays de naissance, le lieu de contamination, le statut immun
(VIH), la grossesse, la chimioprophylaxie utilisée, I'objectif du voyage, la durée de la maladie avant

traitement, le lieu de prescription de I’AS, la premiere ligne de traitement, la durée moyenne et la
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dose totale d’AS recue, la durée de séjour a I'hdpital, le devenir, les données cliniques et biologiques
de I'acces palustre grave (Annexe 4.1) et les données de suivi et de tolérance ont été enregistrées. La
constitution des différentes bases de données reposent sur la réglementation des Centres Nationaux

de Références :

(http://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do?cidTexte=JORFTEXTO000000810056&dateText

e=). Les données sont collectées et enregistrées de maniere anonyme.

En mai 2011 I'AS intraveineux (flacon de 60mg + solvant) devient disponible via une ATU nominative
différée pour le traitement des malades atteints de paludisme grave en France (Chapitre 1.5.6). Le
produit fabriqué en Chine (Guilin Pharmaceutical Shanghai Co., Ltd.), est importé en Europe par ACE
Pharmaceuticals BV, Netherlands. Tous les patients ont recu de I'AS intraveineux (2.4 mg/kg) a HO,
H12, H24 puis une fois par jour jusqu’a la possibilité d’un relai per os selon les recommandations
édictées en France par le groupe expert [253]. Si le patient est traité par 7 jours complets d’AS (soit 9

doses) aucun relai per os n’est administré.

2.2.3 Recueil et analyse des données biologiques standards et des marqueurs
d’hémolyse

Les résultats des prélevements réalisés par les équipes en charge des malades traités par AS pour
paludisme grave ont été recueillis. Selon les recommandations des prélévements sanguins ont été
réalisés a JO, J2(+/-1), J7(+/-2), J14(+/-3), J21(+/-3) et J28(+/-3) [251, 253]. Les données spécifiques
biologiques suivantes ont été enregistrées : hémoglobine, taux de réticulocytes, bilirubine totale,
glycémie, bicarbonates plasmatiques (HCO3’), taux de lactates, créatinine plasmatique, urée
plasmatique, taux de LDH, haptoglobine et parasitémie. D’autres variables biologiques ont pu étre
obtenues selon disponibilité comme les enzymes hépatiques (ASAT, ALAT), le ionogramme sanguin,
des marqueurs d’'inflammation (CRP, PCT), les gaz du sang (pH) mais n’ont pas fait I'objet d’une étude

particuliere pour le moment.

2.2.4 Recueil et analyse des prélevements biologiques spécialisés au sein de l'unité :

pitting ex vivo et évaluation du ratio S/V

2.2.4.1 Dénombrement populationnel
Chaque fois que possible la clairance parasitaire et le taux de pitting a été déterminé pour les

malades traités par AS et pour les malades encore traités par quinine intraveineuse. Pour une
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homogénéité de comparaison des résultats, les différents taux (parasitémie, pittémie) ont été
rapportés a une base 100. La cinétique de parasitémie est exprimée en proportion de la parasitémie
initiale : (nombre de iRBC au jour Jn / nombre d’iRBC au jour JO) x 100. La cinétique des oiRBC (taux
de pitting) est exprimée de maniere similaire apres normalisation sur la parasitémie initiale : (nombre
d’0iRBC au jour Jn / nombre d’iRBC au jour JO) x 100). Cela donne une unité unique de représentation

a la fois pour la parasitémie et la pittémie (pourcentage de la valeur initiale ramenée a 100% a JO).

Le nombre d’oiRBC au jour considéré a été déterminé en se basant sur le nombre d’érythrocytes
totaux a HO, la parasitémie a HO et le taux de pitting du jour considéré en utilisant la formule

suivante : [Pi a HO (%)] x [Nb de GR (giga/l) a HO] x [Taux de pitting (%) a In]. Pi : parasitémie initiale.

2.2.4.2 Marquage et dénombrement sur lame
Les oiRBC ont été quantifiés par technique conventionnelle sur lame utilisant I"érythrocyte
membrane immunofluorescence (EMIF-mise en évidence de RESA) et la coloration de I’ADN
parasitaire par coloration de Hoechst. Les lames d’immunofluorescence (IFA) ont été préparées selon

des techniques déja publiées [123].

Les érythrocytes sont lavés a 3 reprises par une solution de Hanks et de tampon de Tris (TBH: 10ml
1M Tris Buffer, pH 7.2 + 90ml| 0.9%NaCl + 100ml de solution de Hanks). Les érythrocytes sont
déposés sur des lames d’'IF préalablement cotées (coating buffer), puis fixés par une solution de
glutaraldéhyde 1% dans du tampon de type PBS1X sans calcium ni magnésium. Les lames sont

congelées pour conservation.

Les érythrocytes fixés sur lames sont marqués par un sérum hyper-immun polyclonal poolé d’origine
africaine (concentration de 20mg/ml, Peter David, Institut Pasteur, France). Une fixation secondaire
est réalisée par un anticorps anti-lgG humain d’origine animale (chévre) couplé a un fluorochrome
(Alexa-Fluor 488, Life Technology, France). L’ADN parasitaire est marqué par coloration de Hoechst
33342 (dilué 1/1000, Invitrogen) [114, 123]. Les images sont vues et enregistrées sur un microscope

Leica DMI3000 et une caméra Leica (Leica Microsystemes SAS, Nanterre, France).

2.2.43 Marquage et dénombrement par cytométrie en flux
La parasitémie et la concentration des 0iRBC ont été aussi évaluées par cytométrie en flux (Accuri C6,
BD Biosciences, France). Les érythrocytes lavés sont fixés par de la glutaraldéhyde 1%, puis incubés
30 minutes dans du sérum hyper immun (1/10) dans une suspension de PBS/ALBUMAX Il a 1% (Life
technologies) apres perméation par du Triton X100 (SIGMA). Les échantillons sont alors lavés puis
mis en incubation avec un anticorps secondaire (anticorps de chévre anti IgG humaine) couplé a de

I’Alexa-Fluor 568 (Life Technology) qui marque et révele le RESA. L'ADN est marqué par du SYBR
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green (Life Technology). Entre 1 et 8 prélévements par patient ont pu étre techniqués pour la
détermination du pitting ex vivo et de la parasitémie par cytométrie en flux durant le suivi de 28 jours

(Figure 2-2). Toutes les manipulations ont été réalisées a température ambiante.
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COUAI
Femme Mali 1974

Hb9,4 % Pitting % reticulo gr gr-retic Idh haptog date Hb9,4
0,07824 100 16,67 3,26 3,26 2206 0,00 28/10/2012 9,40
0 79,79 2,73 2,73 1720 0,98 30/10/2012 7,50
0 82,98 166,67 2,81 2,81 1444 1,40 31/10/2012 7,80
0 79,79 2,61 2,61 02/11/2012 7,50
74,47 129,17 77,00 2,50 2,42 995 1,34 05/11/2012 7,00
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Figure 2-2. Exemples de rendus de résultats. (A) Rendu de FACS. Deux déterminations de parasitémie
et de pittémie a 3 jours d’'intervalle sous traitement par AS. La parasitémie de JO était a 5,2% (cadran
C3, double positifs en Sybr et RESA, lecture sur canaux FL1 et FL2). Longueur d’onde d’excitation et
d’émission respectivement de 497 nm et 520 nm pour le Sybr, et de 578 nm et 603 nm pour
I’Alexafluor 568 (marquage secondaire du RESA). A J3, il n'y a plus de parasites circulants (pas
d’événements en FL1, cadran C3) par contre I'ensemble des parasités ont été remplacés par des
pittés (pittémie 5,7%, cadran C2), donnant un taux de pitting a 109%. (B) Rendu de tableur servant a
calculer I’évolution de la parasitémie, de la pittémie, du nombre absolu d’0iRBC (Nb Pc), pour chaque
patient.

2.2.4.4 Evaluation de la morphologie érythrocytaire
Pour 4 patients il a été possible de déterminer la surface projetée des globules rouges par la
technologie ImageStream (Inspire and ldeas v4.0, Amnis Corp., Seattle, WA). Elle permet de
déterminer la surface des érythrocytes en analysant les globules rouges par couplage d’un
microscope et d’un cytomeétre en flux (logiciel Ideas v4.0, Amnis Corp., Seattle, WA) [136, 139]. Les 3
populations globulaires (iRBC, uRBC, 0iRBC) sont marquées selon les techniques utilisées pour la
cytométrie en flux (cf. supra). Le SYBR green est remplacé par du Hoechst pour le marquage de
I’ADN. La surface projetée est déterminée pour les 3 populations globulaires. Le pourcentage de
réduction de surface projetée des iRBC ou des 0iRBC comparé aux uRBC tire du méme échantillon est

calculé selon la formule : [1-(valeur médiane de surface projetée des iRBC ou 0iRBC / valeur médiane
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de surface projetée des uRBC)] x 100.

2.2.5 Outils statistiques utilisés
Les données démographiques, cliniques, et les données de laboratoires ont été analysées. Les
variables quantitatives ont été exprimées par leur médiane et l'intervalle interquartile (IQR) ou par
I'erreur standard a la moyenne (SEM). Les variables qualitatives ont été exprimées en pourcentage.
Les différences entre les groupes étudiés (profils d’anémie) ont été testées par test exact de Fisher
pour les variables catégorielles et par test de Kruskal-Wallis pour les variables continues (test non
paramétriques du fait des faibles effectifs étudiés). Le cas échéant si une différence globale était
mise statistiquement en évidence, une comparaison deux a deux par test U de Mann Whitney était
réalisée en appliquant une correction de Bonferroni (p=0,019). Les études ont été réalisées sur le
logiciel SPSS, version 20 pour Windows. Le seuil de significativité était entendu au seuil a=5% en

hypothése bilatérale.

113



2.3 Efficacité et tolérance de I’AS au cours du traitement du paludisme grave 2011-2013
(Annexe 4.2, article accepté a Emerging Infectious Diseases)

Nous avons évalué de maniére prospective durant 28 jours, I'efficacité et la tolérance de I'AS (Equipe

INSERM, CNR Paludisme et ATU nominative-ANSM) chez une cohorte de voyageurs hospitalisés en

France pour paludisme sévere a Plasmodium falciparum entre mai 2011 et mai 2013. Les données

anamnestiques, cliniques, biologiques d’efficacité et de tolérance ont été recueillies avec une analyse

détaillée de 'hémolyse tardive.

2.3.1 L’anémie au cours du paludisme grave traité par AS : une définition large
Basé sur I"évolution de I’"hémoglobine au cours du paludisme (Figure 1-25) nous avons utilisé une
définition opérationnelle large de 'anémie dans ce contexte. L'idée a été de classer les différents
phénotypes rencontrés dans une optique de simplicité, de robustesse (seuils standards) et de
sensibilité, prenant en compte les patients transfusés. L'anémie est définie par une hémoglobine <
12g/dl chez la femme et < 13g/dl chez 'homme. L’hémolyse est définie par un taux d’haptoglobine

plasmatique < 0.1 g/l, et/ou des LDH plasmatiques > 390 Ul/I.

Plusieurs profils évolutifs ont été définis. Le profil « Classique » est défini par un nadir d’hémoglobine
et un pic d’hémolyse survenant tous les deux avant J7 et par I'absence de marqueurs d’hémolyse
aprés J7 ou quelconque information relatant un épisode hémolytique persistant postérieur a J7
durant le suivi (compte rendu d’hospitalisation). Le profil différé (« PADH ») est défini par une chute
du taux d’hémoglobine survenant apres J7 et l'apparition ou la réapparition de marqueurs
d’hémolyse de maniére contemporaine et/ou une information écrite qualitative décrivant un épisode
hémolytique de novo allant dans ce sens (compte rendu d’hospitalisation). Le profil « Persistant » est
défini par la présence d’une anémie et de marqueurs d’hémolyses avant et apres J7, et dont le profil
ne cadre pas avec la définition de la PADH. Le profil « Complexe » rassemble tous les profils évolutifs

ne pouvant étre classés dans les 3 précédents profils ou par manque de données.

2.3.2 Principaux résultats d’efficacité et de tolérance générale (Annexe 4.2)
Le logigramme de I'étude est présenté dans la figure 2-3. Sur 123 malades suivis, 6 sont décédés
(mortalité 4,9%, 1C95% [2,0%-10,8%]). Il n'y a pas eu d'effets secondaires graves. Nous avons
enregistré 8 cas de cytolyse hépatique aigué (ALAT> 250 Ul/I), un prurit sous traitement, un effluvium

télogene dans les suites, 2 cas de bradycardie transitoire et un allongement du QTc.

Une anémie a été diagnostiquée a un moment ou un autre chez les patients durant le suivi chez

97,4% d’entre eux, (IC95% [91,0%-99,7%]).
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Le détail de données cliniques et biologiques des cas suivis et de la tolérance générale du

médicament sont exposés en annexe (Annexe 4.2).

| Base de donnée Artesunate France-CME Paludisme

| 132 enregistrements |

W

1traite 2 fois

131 patients 1 dossier non disponible

»|  1traité au final par guinine

1mort & I'admission avant ['A5

128 patients
traités par AS
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Figure 2-3. Logigramme des patients traités pour paludisme grave par AS (mai 2011-mai 2013).
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2.3.3 Confirmation des profils évolutifs de I'hémoglobine
Le suivi de 'hémoglobine de ces patients a permis de confirmer les différents profils évolutifs au
cours du temps (Figure 2-4 A, B, C). Tous profils confondus, 75% des transfusions sanguines (Figure
2-3) ont eu lieu durant les 7 premiers jours lors de la phase aigué infectieuse. L’hémolyse tardive est
survenue durant les 2°™ et 3°™ semaines. La réticulocytose des patients au profil « Différé » est
eme

survenue de maniére retardée, durant la 3°™ semaine. Le taux d’hémoglobine est demeuré > 7 g/dI

pour 85% des patients.

Les profils « Classique », « Persistant » et « PADH » ont été observés respectivement chez 35/78
(44,9%, 1C95% [33,8%-55,9%)]), 16/78 (20,5%, 1C95% [11,6-29,5]) et 21/78 (26,9%, 1C95% [17,1-36,8])

des patients avec un suivi clinique et/ou biologique avec ou sans transfusions au-dela de J8.

Aucun parametre démographique, clinique ou biologique initial ne semblait associé au profil
d’anémie rencontré en post-thérapeutique sauf le taux médian d’hémoglobine a HO. Celui-ci a été
mesurée a 11,3 g/dl (10-13), 11,2 g/dl (9-13) et 13,6 g/dl (12-15) pour les profils « Classique »,
« Persistant » et « PADH » respectivement (p=0.009). En particulier, dans cette analyse, ni la dose

d’artésunate ou la parasitémie initiale ne semblaient associés a un profil quelconque.
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2.3.4 Clarification de la PADH : fréquence, importance et impact
Sur 78 patients suivis au-dela de 8 jours, 'anémie hémolytique différée de type PADH (Figure 2-4 C) a
été diagnostiquée 21 fois (27%). Elle a requis 1 transfusion (4,8%, IC95% [0,1%-23,8%)]) apres J8 pour
un patient au chiffre d’hémoglobine de 6,3 g/dl. Le taux d’hémoglobine a été < 7 g/dl dans environ
15% des cas (14,3%, 1C95% [3,1%-36,3%]). La perte médiane d‘hémoglobine au cours de cette
hémolyse entre J7 (+/-2) et J14 (+/-3) est de 1,3g/d| mais avec des valeurs extrémes d’hémoglobine
résultantes allant de 4,6 a 12,9 g/dl a J14 (+/-3). Aucun patient n’est décédé de cet effet secondaire.
Parmi les patients qui auront un nadir d’hémoglobine entre J11 et J27 inférieur a 8g/dl, 50%

appartennaient au groupe différé (4/8 patients, Figure 2-5).
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o - .
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Figure 2-5. Evolution au cours du temps du taux d’hémoglobine (N=72). Les points rouges
représentent les nadirs des taux d’hémoglobine des patients (chaque point = une mesure de patient)
du groupe différé (PADH), par période de temps. Les points noirs représentent les nadirs des taux
d’hémoglobine des patients non-PADH.
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2.3.5 En résumé de cette 1°" étude

Bien que non comparative, cette étude observationnelle a confirmé le bénéfice thérapeutique
général de I'artésunate intraveineux. Nous avons proposé I'individualisation de trois profils évolutifs
du taux d’hémoglobine et de marqueurs d’hémolyse au décours du paludisme grave traités par
artésunate intraveineux et proposé des seuils quantitatifs objectifs du profil PADH. Nous avons
confirmé que les épisodes d’hémolyse différée, fréquents, ne sont potentiellement graves que chez
15% des patients ne remettant pas en cause la supériorité de I'artésunate sur la quinine. Par ailleurs
la baisse médiane d’hémoglobine demeure faible (-1,3 g/dl) et le taux de transfusion a été beaucoup
plus rare que précédemment décrit (5%).
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2.4 Premiers résultats de I'évaluation du pitting ex vivo en 2011 : I'hypothése principale

de la perte
La comparaison de I’évolution de la parasitémie et de la pittémie des tous premiers patients pris en
charge, traités par quinine ou AS (Figure 2-6) a fait constater deux éléments : (i) le taux de pitting
n’atteint des valeurs importantes (> 40%) que sous AS en comparaison de la quinine et ce avant 48h-
72h de traitement (le pic du nombre de pittés survient avant 48h-72h), et (ii) le profil de disparition
des pittés entre J7 et J12 (ellipse rouge) correspond grossierement au moment de survenue de
I’'hémolyse tardive (PADH). Cette observation a fait supposer que la disparition différée des globules

rouges pittés pouvait expliquer pour tout partie la perte globulaire observée lors de I'anémie post AS.
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Figure 2-6. Suivi de la parasitémie et de la pittémie (« pitting » ex vivo) des tous premiers patients
traités pour paludisme grave par artésunate ou quinine en France (données préliminaires non
publiées, UMRs945, 2011-2012). Cercles noirs : parasitémie. Cercles blancs : pittémie.

2.5 Explications physiopathologiques de la perte globulaire lors de la PADH (Annexe 4.3,
article publié [254])

Utilisant le méme canevas d’étude et |'organisation mise en place, nous avons évalué de maniere

prospective durant 28 jours, I'évolution du taux d’hémoglobine (avec une définition stricte de

I’'anémie) et du pitting chez une cohorte de voyageurs hospitalisés en France pour paludisme sévere

a P. falciparum et traité par AS entre mai 2011 et mai 2013. Le travail s’est focalisé sur I'évolution de

la parasitémie, du taux de pitting et de la variation du nombre d’oiRBC sous traitement par AS en

fonction du profil d’anémie.
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2.5.1 Approche physiopathologique : une définition stringente
Dans une optique physiopathologique nous avons utilisé ici une définition dite « stringente » ou
stricte par opposition a la définition dite « large » précédemment utilisée pour définir les différents
profils d’anémie (Chapitre 2.3.1). L'idée a été de classer les différents phénotypes d’anémie
rencontrés dans une optique de gain de spécificité (pour le phénotype PADH) en ne prenant pas en
compte les patients transfusés d’une part et en utilisant systématiquement une définition chiffrée de
la perte globulaire et de I’'hémolyse d’autre part. Nous n’avons pas pris en compte les patients
transfusés afin de comprendre les variations quantitatives des différentes sous-populations

globulaires des différents groupes sans étre perturbés par I'apport d’érythrocytes exogenes.

L’anémie est définie par une hémoglobine < 12g/dl chez la femme et < 13g/dl chez 'lhomme.
L’hémolyse est définie par un taux d’haptoglobine plasmatique < 0,1 g/|, et/ou des LDH plasmatiques
> 390 Ul/I. Le profil « Classique » est défini par un nadir d’hémoglobine et un pic d’hémolyse avant J8
et I'absence de marqueurs d’hémolyse apres J8. Le profil différé et par extension le profil « PADH »
est défini par une chute du taux d’hémoglobine > 10% et/ou I'augmentation du taux de LDH > 10%
survenant a n‘importe quel moment entre J8 et la fin du suivi. Le profil « Persistant » est défini par la
présence d’'une anémie et |’existence de marqueurs d’hémolyses avant et apres J8, et dont le profil
ne cadre pas avec la définition de la PADH. Le profil « Complexe » rassemble tous les malades dont le

profil d’anémie ne peut étre classé dans les 3 précédents profils.

2.5.2 Population étudiée et facteurs associés a la PADH
Sur les 60 patients suivis jusqu’a J28 et sans transfusions, le profil « Classique », « Persistant » et la
PADH ont été diagnostiqués dans 32% (19/60), 17% (10/60), et 22% (13/60) des cas respectivement.
L'analyse comparative des données démographiques, cliniques, et biologiques a montré que
I'importance de la parasitémie était associée au phénotype PADH. La médiane de parasitémie a
I"admission de ce groupe est de 8% comparativement a 3,9% et 2,4% pour les profils « Persistant » et
« Classique » respectivement (p=0,013) (Figure 2-8). La proportion des patients hyperparasitémiques
(> 4%) dans le groupe PADH (92%) est plus élevée que dans le groupe « Classique » (37%) et
« Persistant » (50%) (p= 0,006). Le taux d’hémoglobine a 'admission du groupe PADH est plus élevé
gue dans les autres groupes hémoglobine (13,6 g/dl vs. 11,4 g/dl et 11,8 g/dl pour les groupes PADH,

« Classique » et « Persistant » respectivement).
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2.5.3 Confirmation d’un effet propre a I’AS par rapport a la quinine
La figure 2-7 montre le taux pitting comparé entre 11 patients traités par quinine (environ 40% des
patients en France au moment de I'étude) et 16 traités par AS. Le pitting est un effet beaucoup plus
marqué sous artésunate que sous quinine. Bien que plus élevé en moyenne dans le groupe sous
artésunate, le taux de pitting est éminemment variable (comme en témoigne I'erreur standard a la

moyenne-SEM).
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Figure 2-7. Evolution de la parasitémie et de la pittémie chez 11 patients traités par quinine et 16
patients traités par AS. Moyennes de taux et SEM. Le taux de pitting atteint son maximum a J3 pour
une valeur de 80% sous AS. Il ne dépasse pas 35% sous quinine.

2.5.4 Hyperparasitémie a I’admission : une condition nécessaire pour le risque de PADH

mais non suffisante
La figure 2-8 montre que si 92% des patients avec une PADH ont eu une parasitémie importante
(>4%) a I'admission, certains patients des autres groupes peuvent aussi avoir des parasitémies
élevées a HO, sans hémolyse tardive. La parasitémie semble liée au risque de PADH mais ne semble

pas étre le facteur unique de risque.
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Figure 2-8. Répartition des parasitémies a I'admission avant traitement en fonction des profils
d’anémie. « Classique » N= 19, « Persistant » N=10, PADH N=13. La parasitémie dépasse 4% dans
36%, 50% et 92% des cas dans les groupes d’anémie « Classique », « Persistant » et PADH,
respectivement.

2.5.5 Taux de pitting élevé a I’admission : une condition nécessaire pour le risque de

PADH mais non suffisante
La figure 2-9 montre les taux de pitting des différents groupes d’anémie. Des taux élevés sont
retrouvés dans les différents profils évolutifs d’anémie. Dans le groupe PADH, 100% des taux de
pitting ont été supérieurs a 45%. Ce taux constitue un seuil probablement nécessaire au risque de

survenue de la PADH mais non suffisant.
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Figure 2-9. Taux de pitting de la premiere semaine en fonction des différents profils d’anémie. Le
taux de pitting dépasse 45% dans 70%, 33% et 100% des cas dans les groupes d’anémie « Classique »,
« Persistant » et PADH, respectivement.

2.5.6 Le nombre en valeur absolu d’0iRBC est corrélé au risque de PADH
La détermination du nombre en valeur absolue (concentration) des 0iRBC au cours du temps a révélé
deux éléments importants : (i) la période d’élimination prédominante des 0iRBC était contemporaine
de I'apparition de I’'hémolyse de type PADH ce qui n’était pas observé au cours des autres profils
évolutifs (Figure 2-10) et, (ii) le pic d'0iRBC généré semblait étroitement corrélé au risque de PADH. Il

était systématiquement supérieur a 0,18 giga/l durant la premiére semaine.
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Figure 2-10. Evolution au cours du temps de la concentration des 0iRBC. La courbe d’évolution des
0iRBC du groupe PADH suit la disparition des globules rouges lors de ’hémolyse tardive (2°™°-3°™¢
semaines). Le plus grand nombre d’0iRBC générés (pic et aire sous courbe) appartient au groupe
PADH.

En analyse populationnelle, les plus fortes concentrations d’0iRBC durant la premiére semaine sont
systématiquement (3 94%) retrouvées associées au phénotype PADH (Figure 2-11). Une
concentration d’o0iRBC supérieure a 180 millions d’0iRBC par litre de sang au cours de la premiere
semaine post-traitement aurait prédit le risque de survenue PADH avec une sensibilité de 89% et une

spécificité de 83%.
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Figure 2-11. Concentration des 0iRBC durant la premiére semaine en fonction des différents profils
d’anémie. La concentration d’oiRBC dépasse 0,18 giga/l dans 0%, 16% et 94% des cas dans les
groupes d’anémie « Classique », « Persistant » et PADH, respectivement.

2.5.7 Canevas général explicatif du risque de PADH (Figure 2-12)

2.5.7.1 Syntheése des résultats de notre étude
Le taux maximum de pitting sous AS est atteint en moins de 48h. Les valeurs du taux de pitting et de
la parasitémie semblent corrélées au risque de survenue d’'une anémie de type PADH. L’analyse de la
décroissance de I'hémoglobine et des globules rouges pittés chez des patients traités montre un
parallélisme temporel contemporain de [|'élévation des marqueurs d’hémolyse comme
I’'augmentation des LDH et I'effondrement de I'haptoglobine. La détermination de la pittémie au
cours du temps et du nombre d’oiRBC générés en regard des différents phénotypes d’anémie a
montré que le risque de PADH était étroitement lié au nombre en valeur absolue d’0iRBC générés
lors du traitement du patient par AS. Deux éléments interviennent dans la génération des 0iRBC : la
parasitémie initiale et la proportion d’iRBC pittés. Nos observations suggerent donc fortement que la

PADH survient si un grand nombre de globules rouges pittés ont été générés en début de traitement.
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La figure 2-12 résume les différents éléments intervenant dans la genése de la PADH et rend compte

des différentes situations cliniques d’anémie.
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Figure 2-12. Canevas général explicatif du risque de PADH. Deux éléments sont nécessaires pour la
génération de nombreux 0iRBC : une parasitémie initiale > 4% et un taux de pitting > 45%. Zone
bleue : toute situation de faible génération d’0iRBC donnant lieu a des phénotypes d’anémie non-
PADH. La PADH est caractérisée par un nombre d’oiRBC > 180 millions/I durant la premiére semaine,
dans ce travail.

2.5.7.2 Une hypothése de la cause de la clairance des 0iRBC : une surface

cellulaire réduite
L'analyse en AMNIS (réalisée par le Dr Roussel) a montré sur 4 prélévements (issus de 4 patients
différents), que la diminution moyenne de surface projetée des iRBC était de 3% (de 1,7% a 4,5%) par
rapport aux URBC. Au troisieme jour aprés le début du traitement, la réduction de surface des 0iRBC,
comparée aux URBC du méme échantillon, était de 8,9% (de 4,6% a 12, 5%). Sur ce petit échantillon,
I'infection globulaire en elle-méme (- 3%) puis le pitting ont entrainé respectivement une réduction

de surface globulaire totale de 8,9%.
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2.5.8 En résumé de cette 2°™ étude

Cette deuxiéme partie de travail apporte des informations sur le lien entre I’'hémolyse différée (perte
post-thérapeutique retardée d’érythrocytes) et la perte des globules rouges pittés (0iRBC). Ces deux
phénoménes ont semblé au moins en partie synchrones. Le nombre d’0iRBC généré sous traitement
par AS dépend de la parasitémie initiale et du taux de pitting (efficacité du pitting) lors de la premiére
semaine (le maximum étant atteint en général vers J2-J3). La perte de surface représente une
hypotheése explicative de cette perte, amenant a une réduction de S/V et une rétention splénique
mécanique survenant aux alentours de la 2°™-3" semaine.
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2.6 Une étude de rétention sur « microsphiltre »

En marge de I'approche principale nous avons observés le comportement biomécanique de
différentes populations globulaires parasitées ou non, in vitro (culture) et ex vivo (sang de patient) au
travers du filtre de microbilles (Chapitre 1.4.4.1), avant traitement anti paludique. L’ objectif était de
mesurer le taux de rétention de populations globulaires parasitées (iRBC) ou non (URBC) mais issues
d’un méme environnement (URBC prélevés de maniére contemporaine aux iRBC issus soit de la

culture de la lignée parasitaire FUP ou de sang de patient souffrant d’un acces a P. falciparum).

2.6.1 Plan de manipulation
Nous avons utilisés du sang de culture plasmodiale (souche FUP, N=9), du sang de patient (fond de
tube) pris en charge pour paludisme (grave ou non, N=12). Le sang controle était constitué de sang O

de donneur sain, daté de moins de 7 jours (Convention EFS).

2.6.1.1 Marquage globulaire
Les globules rouges apres lavage et déleucocytation (RPMI), issus de culture, de patient ou de
controles sont marqués par du PKH67 (marqueur de membrane cellulaire). Les populations
globulaires (iRBC et uRBC) ainsi marquées sont mélangées a une population d’érythrocytes de
donneur sain non marqués dans une proportion de 1/9. Aprés la phase de filtration (microsphiltre)
les mélanges sont marqués par coloration de Hoechst 33342 (dilué 1/100, Invitrogen) afin de révéler
I’ADN parasitaire (au sein des iRBC), aprés une phase de fixation et perméation par une solution de
glutaraldéhyde a 1%. Apres incubation (5 minutes), et lavages (PBS) on procéde a la lecture des
préléevements d’amont et filtrats d’aval par cytométrie en flux (FACSDiva, plateforme de cytométrie,

Pitié Salpétriere).

2.6.1.2 Microfiltration sur billes
Selon la méthode de fabrication publiée [125, 150], une filtration en duplicate a été réalisée. Les
filtres ont été constitués d’'un mélange 50/50 de billes métalliques (constituées d’étain 95,5%,
d’argent 3%, de cuivre 0,5%) calibrées (IPS Industrie des Poudres Sphériques) de diamétre 5-15 um et
15-25um déposé sur un filtre anti-aérosol de pointes de pipettes commerciales de 1000 pl. Le filtre
est d’'une épaisseur de 5 mm. L’échantillon (hématocrite 1% dans du PBS Albumax1%) est introduit
dans le céne inversé de la pointe de pipette et poussé a débit constant (60 ml/h) au travers du filtre
de microbilles par une seringue électrique (Syramed sp6000, Arcomed). La récupération des filtrats
d’amont et d’aval permet leur analyse au cytometre en flux (Figure 2-13). Le contenu du filtre de

microbilles aprés expériences n’a pas été analysé.
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Figure 2-13. Systeme de microfiltration sur billes métalliques qui reproduit la contrainte mécanique
des fentes interendothéliales spléniques (adapté de [125]). (A) Filtre constitué d’une une pointe de
pipette. (B) Filtre de microbilles de 5 mm d’épaisseur formé d’un mélange 50/50 de billes d’un
diametre de 5-15 pm et 15-20 um (détail). (C) Systeme monté. Il permet 'analyse du contenu de
I’échantillon en amont du filtre (®-avant le passage splénique) et en aval (@®-aprés le passage
splénique), @ débit propulsif entrant, ® filtre a microbilles, ® cytomeétre. (D) Systéme en
fonctionnement (photos).

2.6.1.3 Mode calculatoire
En utilisant le dénombrement populationnel par cytométrie de I'échantillon d’amont et d’aval
(proportions relatives des iRBC et des uRBC marqués ou non en amont et en aval), il est possible de

calculer les différents taux de rétention des sous populations. La formule utilisée a été la suivante :
Taux de rétention (TR) en % pour chaque population globulaire considérée =

[(%GR* en amont du filtre - %GR*en aval du filtre) / (%GR* en amont du filtre)] x 100,

avec GR* = globule rouge marqué (PKH67 ou Hoechst).

Le taux normalisé de rétention est défini par le taux de rétention de la population considérée
diminué du taux de rétention du contrdle négatif (marge d’erreur de la mesure du TR du contrdle

négatif systématiquement retranchée pour chaque expérience).

2.6.1.4 Controles positifs et négatifs
Le contrdle négatif était constitué d’uRBC sains de donneur. Le TR attendu pour cette population est
< 10% en valeur absolue. Le controle positif était constitué d’uRBC sains de donneur, chauffés a 50°
pendant 30 minutes (rigidification irréversible). Le TR attendu est > 90%. Seules les expériences

vérifiant ces deux criteres de validité, en duplicate, ont été conservés pour I'analyse.

2.6.2 Résultats
Sur les 12 patients étudiés, 7 présentaient un accés palustre grave et 5 un acces simple. Les migrants
rendant visite a leur famille, les expatriés vivant en zone d’endémie et les touristes étaient au
nombre de 8, 3 et 1 respectivement. La parasitémie initiale moyenne déterminée par cytométrie en
flux a été de 9,5% (IC95% [4,3%-14,6%]) pour les préléevements de cultures FUP et de 5,5% (IC95%
[0,2%-10,8%]) pour les prélevements de patients. Les formes parasitaires étaient essentiellement au
stade trophozoite pour prélévements issus de FUP et stade annulaire pour les préléevements issus de

patients. Le coefficient de corrélation r* entre la parasitémie des patients déterminée par cytométrie
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et la parasitémie déterminée par lecture classique sur lame apreés coloration (Giemsa) a été estimé a

0,94. La cytométrie a tendance a sous-estimer la parasitémie par rapport a la lecture sur lame.

La figure 2-14 montre les taux normalisés de rétention par type d’échantillon. La moyenne du taux

normalisé de rétention des iRBC de patient est calculée a 0,4% (IC95% [-20,9% - +21,7%]). Ce qui

traduit I'absence de rétention ou I'enrichissement du prélevement d’aval (rétention négative). La

moyenne du taux normalisé de rétention des uRBC de patient est calculée a -19,7% (1C95% [-1,7 -

-38,7%). Cela traduit un enrichissement relatif de I'aval en uRBC provenant de patients infectés.
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Figure 2-14.Taux normalisé de rétention des iRBC et des URBC de culture plasmodiale (FUP, N=9) et
de patients impaludés (N=12). Point noir : rétention positive. Point rouge : rétention négative (=
enrichissement de la population d’aval). Barre violette : moyenne de rétention.
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2.6.3 En résumé de cette 3°™ étude

Les iRBC de culture sont retenus (taux normalisé de rétention-TNR > 70%), les uRBC de culture ne
sont pas retenus (TNR < 10%), les iRBC de patients sont peu retenus en moyenne (TNR variables,
moyenne a 0,41%), les uRBC de patients passent plus facilement le filtre, il existe un enrichissement
(TNR en moyenne a -19,7%). La rate du malade exerce une sélection phénotypique des uRBC (ceux
qui doivent étre bloqués vont I'étre), et les uRBC demeurant circulants dans le sang périphérique
(ceux qui seront prélevés) ont déja franchi (statistiquement) le filtre splénique naturel. L’expérience
de microfiltration sur billes révele la sélection phénotypique effectuée par la rate, de ces uRBC, en
montrant une facilitation de passage du filtre a microbilles (enrichissement) par rapport aux
érythrocytes de donneur.
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2.7 Valorisation écrite, orale et projets congruents et paralléles
L’ensemble du travail de these et I'interaction avec les différents partenaires de recherche a donné
naissance a des travaux congruents générés dans le contexte du travail en équipe. lls sont résumés

en Annexe 4.4.
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3 DISCUSSION

3.1 Synthése et discussion des résultats
Mon travail de thése a permis de répondre en partie aux 4 questions/problémes exposés en

introduction (Chapitre 1.7).

3.1.1 Quelle est I'incidence de la PADH et son évolution au cours du temps auprés d’une
population de voyageurs traités pour paludisme grave par AS ?

L’organisation de la dispensation de I'AS en France (cohorte nationale et ATU nominative différée)
par le systéme de recueil d’'information mis en place (Chapitre 1.5 et 2.2) nous a permis de proposer
I'individualisation de différents profils évolutifs d’anémie et/ou d’hémolyse rencontrés aprés
traitement du paludisme (profil « Classique », « Persistant » et « Différé »). De plus I'observation fine
des cas, de maniére prospective a permis de dissocier le mécanisme de la PADH (’hémolyse) de sa
conséquence (la perte d’hémoglobine et I'anémie). Stricto sensu on devrait parler de PADH (survenue
d’une hémolyse tardive telle que définie) et de PADHA en présence d’une anémie associée a
I’hémolyse tardive. Dans la mesure ou la quasi-totalité des patients est anémique au cours du
paludisme (97%), la PADH se confond en pratique avec la PADHA. Si la distinction est peu importante
en terme opérationnel (gestion clinique des malades), celle-ci I'est en termes de compréhension
physiopathologique. En effet, 'hémolyse post artésunate est fréquente et touche environ 30% des
patients traités par AS pour paludisme grave dans notre travail. Cette hémolyse est fréquente car elle
est directement liée a I'effet du traitement par la génération d’0iRBC, mécanisme caractéristique de
I’action de I'artémisinine et de ses dérivés dont I’AS. Cependant I'importance (quantitative) de cette
hémolyse et son corollaire I'anémie, est éminemment variable. L'anémie qui en résulte, elle, semble
rarement grave (diminution d’hémoglobine de 1,3 g/dl en médiane). Elle ne semble profonde que
dans 15% des cas et cette profondeur dépend trés probablement du niveau d’hémoglobine

précédent le phénomeéne.

L’'hémolyse est détectée de maniere indirecte par des marqueurs sensibles mais peu spécifiques
(haptoglobine et LDH). Ils permettent cependant de conférer une temporalité aux différents types
d’hémolyse, y compris la PADH, et a permis de leur donner un cadre chronologique de définition et

d’évolution par leur variation au cours du temps (Figure 2-4).

3.1.2 Quelle est sa gravité et son impact ?
Dans la droite ligne de la requéte OMS [250], le travail accompli a pu donner un niveau de gravité de

cet effet secondaire et contrebalancer I'impression premiére de gravité alarmante issue des travaux
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antérieurs. Ceux-ci basés sur des données rétrospectives et focalisés sur les cas les plus graves
diagnostiqués pour anémie ont pu majorer son importance (Tableau 1-4). Notre approche,
prospective et sans a priori a pu donner un relief plus « physiologique » aux conditions de survenue
de la PADH et de sa gravité. En médiane, la chute d’hémoglobine dans ce groupe de patients a été de
1,3 g/dl entre les jours 7 et 14 ; une diminution relativement modérée. Cependant cette médiane de
diminution cache des disparités importantes. Certains patients ont atteints des niveaux d’anémie
profonde, compris entre 4,6 et 12,9 g/dl. Sur I'ensemble de la cohorte, parmi les 8 patients
présentant un degré d’anémie le plus grave lors des semaines de suivis 2, 3 et 4, la moitié présentait
un profil de PADH (Figure 2-5). Autrement dit, parmi les anémies tardives les plus graves, 50% étaient
due au phénomene PADH. Bien que rare la PADH profonde représente la moitié des cas d’anémies

les plus séveres au cours du paludisme grave traité par AS, toutes causes confondues.

L'impact de la gravité est représenté par le taux de transfusion. Il est ici rassurant. Tous profils
confondus, 75% des transfusions sanguines ont lieu durant les 7 premiers jours c'est-a-dire durant la
phase post-infectieuse immédiate de destruction globulaire (iRBC et uRBC) et 85% des taux
d’hémoglobine sont demeurés > 7 g/dl. Le taux de transfusion directement lié a I'épisode de PADH
semble étre de 5% (1 patient sur les 21). Ce chiffre que I'on peut discuter compte tenu des limites du
recueil d’information, est bien loin du taux de transfusion des publications antérieures (plutot de

I'ordre de 40 a 60%).

Enfin aucun décés n’a été a déplorer en rapport avec la PADH confirmant les données publiées

antérieurement.

3.1.3 Quel(s) sont le(s) mécanisme(s) de cette hémolyse retardée en retenant
I’hypothése que cet effet secondaire est en rapport étroit avec le mode d’action
original de la molécule mais qu’il ne se manifeste pas chez tous les patients traités
par AS ?

Notre approche physiopathologique a utilisé une définition stricte de la PADH [254]. Ainsi une sous-
population de patients a été étudiée pour cette partie du travail de these. Il ne s’agit pas d’une étude
sur la PADH au cours du paludisme grave en tant que tel puisque les malades transfusés a un
moment ou a un autre (probablement les patients ayant les formes les plus graves) ont été exclus.
Cependant l'aspect « caricatural » des phénotypes d’anémie de patients sélectionnés a permis
d’observer le comportement fin des différentes populations globulaires a I'ceuvre sans apport
exogene de nouveaux globules rouges par la transfusion. L’étude de I’évolution des o0iRBC au cours

de l'infection a montré que leur nombre généré au cours de la premiere semaine, faisant suite au
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traitement par AS, était fortement lié a la perte des érythrocytes lors de I’épisode de PADH (Figure 2-
10 et 2-11). La réduction de S/V de ces globules rouges pittés semble étre un facteur explicatif
convaincant, menant a leur rétention et leur destruction, probablement au niveau de la rate.
L'anémie au cours de la PADH est due a la rétention et la destruction des oiRBC générés lors de
premiére semaine. La concentration de ces 0iRBC (leur nombre en valeur absolue) dépend de 2
éléments (i) la parasitémie initiale et (ii) le taux de pitting. Une parasitémie élevée associée a un taux
de pitting élevé génerera un grand nombre de 0iRBC qui seront détruits dans un second temps,
expliquant I'épisode de PADH [254]. La nécessité d’une parasitémie élevée confirme ici les données
publiées qui retrouvaient des parasitémies élevées au cours de la PADH [233, 235]. Le taux de pitting
élevé est la donnée explicative majeure qui souléve en elle-méme une question : pourquoi ce taux
varie-t-il et quels sont les déterminants de cette variation ? La variation de ce taux (efficacité du
pitting) et la variabilité de la parasitémie initiale, qui dépend d’autres facteurs explicités par ailleurs
(Chapitre 1.2), expliquent pourquoi seuls 30% des patients traités par AS vont étre frappés de PADH

dans les suites de leur traitement et non pas I'ensemble des malades traités.

La revue de littérature de la premiere partie de ce travail de thése a montré que les mécanismes
d’anémie sont multiples au cours du paludisme a P. falciparum. 1l n’est donc pas exclu que des
mécanismes autres que la rétention des pittés, puissent contribuer a I'anémie, en particulier une
destruction immunologique (Figure 1-26). La recherche de marqueurs immunologiques
conventionnels de destruction (test de Coombs) s’avere non contributive dans notre travail a l'instar
des données déja publiées. Mais compte tenu des limites de ce type d’examens (sensibilité du
Coombs, nécessité de technique d’élution systématique, répétition des examens, etc.), des résultats
douteux ou négatifs n’excluent pas formellement la présence d’une auto-immunité ou allo-immunité

associée.

Une responsabilité immunologique médicamenteuse (AHIM) est par contre trés improbable, du fait
des réserves ci-dessus décrites d’une part et de la demi-vie trés courte de I'AS et de la DHA. Seule la
recherche urinaire de métabolites tardifs (produit de dégradation) pourrait définitivement clore ce
débat et éliminer définitivement la responsabilité du médicament ou de ses métabolites dans le

cadre d’'une AHIM [210].

Deux questions supplémentaires surgissent a ce stade : le moment de survenue de la perte et sa

chronologie et la participation d’'une réponse immune spécifique (cf. infra).
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3.1.4 Quel pourrait étre le facteur prédictif de survenue de cette hémolyse afin de
sélectionner les patients les plus a risque qui pourront bénéficier d’'un suivi
rapproché et adapté ?

Le travail publié a montré que le nombre de pittés durant la premiére semaine au-dela d’un certain
seuil était fortement corrélé au risque de PADH. Le seuil de 180 millions d‘ciRBC/I discrimine les
patients a risque de PADH avec une sensibilité de 89% et une spécificité de 83%. Ce nombre en
valeur absolue (concentration) constitue donc une piste intéressante de marqueur prédictif de
risque. Il se heurte pour le moment a la difficulté de sa détermination. Afin de déterminer ce nombre
maximum de pittés il est nécessaire d’avoir plusieurs prélevements durant la premiere semaine et de
pourvoir déterminer les nombre d’o0iRBC par cytométrie (robustesse de la mesure). Peu de

laboratoires et a fortiori en zone d’anémie palustre sont a méme de réaliser cette mesure.

3.2 Les limites de I'approche et des questions soulevées
Les résultats présentés et les deux publications principales issues du travail de thése (Annexe 4.2,
[254]) posent des questions sur la robustesse des conclusions et sur des éléments

physiopathologiques.

3.2.1 Limitesintrinséques du travail
Les limites du travail ici présenté sont principalement dues a deux facteurs : (i) le faible nombre de

patients étudiés et (ii) la qualité et I’exhaustivité des données.

3.2.1.1 « Faible » nombre de patients mais conclusions robustes
Les conclusions des travaux ici présentés reposent sur tout au plus 78 et 60 patients pour les parties
épidémiologiques et expérimentales. Bien que ces nombres soient petits, il s’agit cependant de la
plus grosse cohorte publiée a ce jour dans ce contexte, avec cette durée de suivi (28 jours) et de
maniére prospective. Ainsi si la robustesse statistique des résultats peut étre discutée, les
conclusions de ces travaux ont permis de préciser des éléments d’évolution, d’impact et de
physiopathologie de cette PADH, dotés d’une valeur opérationnelle. Une réponse est apportée a une

partie des requétes de I’'OMS [250].

Les données de tolérance de nos travaux confirment les données connues et déja publiées lors de
grands essais antérieurs (a I’exception des 3 cas de manifestations cardiaques qui demeurent
obscures a I'heure actuelle, cf. Annexe 4.2). Il apparait peu probable que des manifestations graves
ou une évolution péjorative sous un médicament sans AMM comme I'AS puisse passer inapercue

dans un pays comme la France ou a priori un effet secondaire grave finira par étre dépisté.
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Cependant, il est estimé que moins de 10% des effets indésirables, y compris les plus séveres, sont
dépistés par le systeme de pharmacovigilance, lors de la phase d’exploitation d’un médicament
(phase 4) [255] et que cela soit en ville ou a I'hépital. La déclaration d’un effet indésirable suspect
d’étre en relation avec un traitement administré est de I'obligation du médecin, du dentiste ou de la
sage-femme prescripteur ou non, selon I'article R-5144-19 du code de la Santé Publique [256]. Notre
approche a capté des effets indésirables non déclarés par le systeme passif. Sans prétendre a une
exhaustivité parfaite, elle a complété le panorama des manifestations observées sous AS. Par ailleurs
la mise en évidence d’'une hémolyse tres fréquente (30% des cas traités environ) mais avec
finalement peu d’anémie trés profonde est un élément rassurant sur la qualité et la précision de
I'information recueillie sur la donnée anémie. Malheureusement d’autres variables n’ont pu faire
I'objet d’une telle attention et précision compte tenu des contraintes inhérentes a ce type

d’approche.

Nous n’avons pu trancher la question de la causalité effective des effets indésirables dépistés. En
effet, la question de la causalité repose sur des éléments anamnestiques et cliniques qu’il n’a pas été
possible de documenter pour tous les effets indésirables enregistrés. Les différentes échelles
utilisées au plan international (WHO-Uppsala), ou échelle de « Naranjo », nécessitent une précision
tres importante des informations recueillies dans le temps. Par exemple I'échelle WHO-Uppsala
repose sur 4 éléments fondamentaux qui juge de la causalité : (i) la séquence temporelle, (ii) une
autre cause médicamenteuse éliminée (sous-entend une exploration approfondie voire exhaustive
des diagnostics différentiels du probleme présenté par le patient), (iii) 'amélioration a I'arrét du
médicament suspecté (en sachant que compte tenu de certaines longues demi-vies de médicament
ou de certains mécanismes incriminés, |'amélioration peut prendre plusieurs semaines), (iv) une ré-
aggravation a la reprise du médicament suspecté (test de réintroduction parfois extrémement risqué
pour le malade et rarement effectué en pratique si il existe une alternative thérapeutique) [257]. Ces
éléments permettent de classer la causalité en « certaine», « probable», « possible» ou

« improbable ». Dans notre travail, seule la survenue d’effets indésirables a été documentée sans

analyse complete de leur causalité en rapport avec I'AS : elle a reposé essentiellement sur une
évaluation intuitive des séquences et des éléments de notoriété extrinséque et intrinseque.
Néanmoins, malgré l'option prise du « plus mauvais scénario » (c'est-a-dire tous les effets
indésirables répertoriés sont considérés comme secondaires a I'AS) la tolérance reste bonne et la

balance bénéfice risque est maintenue en faveur du traitement, y compris les épisodes de PADH.

139



3.2.1.2 Exhaustivité incompléte mais conclusions exploitables
Basé sur une double approche passive et active et un suivi de cohorte, le travail ne peut prétendre a
une exhaustivité de type « essai thérapeutique ». Néanmoins le taux de récupération des
informations peut apparaitre encourageant voire satisfaisant permettant d’apporter des conclusions
robustes. A titre d’exemple sur la cohorte ici exploitée (N=123) le taux de récupération des fiches de
déclaration initiale et finale de '’ANSM a été de 93% et 66% respectivement. Il a été possible
d’obtenir au moins 1 compte rendu d’hospitalisation pour chacun des malades dans 76% des cas. La
médiane du nombre de bilans biologiques contenant un dosage d’hémoglobine a été de 5 (IQR [2-7]),
les extrémes allant de 0 a 11. La médiane du nombre de détermination de la parasitémie a été de 3
(IQR [2-5)] avec des extrémes allant de 0 a 8. Enfin la durée de suivi dans le temps, élément
fondamental dans notre approche dépasse de loin le suivi moyen de la plupart des études. La durée
moyenne de suivi par rapport a JO, avec une information biologique disponible (hémoglobine et
parasitémie) a été de 19 jours (IC95% [16-22]) et 15 jours (IC95% [12-18]) respectivement.
L'information, certes parfois disparate, a permis dans une approche globale de fournir une
évaluation relativement exacte du suivi d’'une population de paludisme grave pris en charge en
France. A cet égard certains des résultats ici fournis ont confirmé des données antérieures sur le

paludisme grave d’importation (Annexe 4.2, [152]), validant a posteriori leur robustesse.

3.2.2 Les questions soulevées : création et destruction des 0iRBC
La baisse du taux sanguin d’hémoglobine lors du phénoméne de PADH est de I'ordre de 12% et le pic
de concentration d’oiRBC est de l'ordre de 8% (de 1,6% a 17,5%). Ces chiffres concordent
raisonnablement et nous permettent d’avancer I'idée que tout ou partie de la perte globulaire lors
de la PADH est due a la perte de oiRBC. Cependant I'existence d’une perte conjointe d’autres types
cellulaires (URBC) n’est pas exclue et méme probable. Les éléments discutés dans la premiére partie

donnent des pistes de réflexion (Figure 1-26).

De nombreuses questions restent en suspens: pourquoi le début synchronisé de la perte a la
deuxiéme semaine ? Pourquoi cette variabilité importante du processus de pitting (certains patients
pittent et d’autres non) et par ailleurs quels sont les déterminants d’un taux de pitting élevé (seuil de

45% par exemple) amenant a la production de nombreux o0iRBC ?

3.2.2.1 Pourquoila PADH survient-elle deux a trois semaines aprés traitement ?
L'on ne peut étre que frappé par I'aspect synchronisé du début de la perte (a partir de la deuxieme
semaine) et du prolongement de celle-ci parfois pendant plusieurs semaines ensuite (pendant 2 voire

3 a 4 semaines. Cela fait suspecter un élément déclencheur de la destruction qui surviendrait a partir
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de la deuxiéme semaine et non avant. Notre travail apporte des éléments convaincants pour

incriminer la destruction des 0iRBC mais quel est le mécanisme déclencheur de cette destruction ?

La temporalité de celle-ci plaide pour une destruction liée a la présence d’anticorps (2 semaines en
moyenne pour la mise en place une réponse immune spécifique). Cependant une étude préliminaire
utilisant des sérums de patients convalescents traités par AS, menée au sein de |’équipe n’a pas mis
en évidence une réponse humorale dirigée contre les 0iRBC (Ndour, Roussel données non publiées)
[254]. Par ailleurs la disparition des 0iRBC se prolongeant sur plusieurs semaines ne plaide pas en
faveur d’une interaction ligand-récepteur qui devrait entrainer une destruction compléete des o0iRBC
sensibilisés et donc une disparition du sang circulant beaucoup plus rapide. Enfin, I’"hypothése d’une
réaction immunologique dirigée contre la principale protéine parasitaire observée chez les 0iRBC
(RESA) est peu probable compte tenu de sa localisation sur la face interne érythrocytaire
probablement associée au réseau de spectrines [137, 146]. Les cas récents d’hémolyse tardive chez
des enfants africains ont montré que celle-ci survenait plutét chez des jeunes enfants
hyperparasitémiques non ou peu immuns face au paludisme (3ge médian de 24 mois) [249] ; deux
éléments retrouvés dans notre cohorte de sujets voyageurs peu ou non immuns (migrants vivants en
France depuis longtemps et sujets caucasiens n’ayant pas vécu en Afrique). Un travail récent de
I’équipe a montré en zone d’endémie, que la clairance parasitaire secondaire au pitting (action de
I’AS) était rare chez les enfants plus 4gés dont la clairance est ultra rapide et indépendante du pitting.
Elle était I'apanage des enfants les plus jeunes (peu ou non immuns) [258]. Le pitting et sa
conséquence (I'apparition d’0iRBC) semble étre un processus propre aux sujets non ou peu immuns

vis-a-vis du paludisme.

Ainsi I’hypothése d’une destruction des 0iRBC par rétention mécanique est considéré comme plus
probable qu’une destruction a médiation immunologique. Cette destruction débute lors de la
deuxieme semaine (et non pas avant), et se poursuit pendant plusieurs semaines. La réduction de
surface de I’érythrocyte est ici I’hypothése actuellement dominante. Il a été montré qu’une perte de
I'ordre de 14%, au minimum, de la surface d’érythrocytes sains entrainait leur rétention sur filtre a
microbilles (rétention splénique) [139]. Une modélisation du vieillissement globulaire normal a
montré que cette perte de surface (et de contenu d’hémoglobine par ailleurs) n’était pas linéaire
mais suivait une fonction sigmoide. La perte de surface serait due a des phénomenes de vésiculation
plus importants au début (excés de membrane) et plus rare a la fin de vie de I'érythrocyte a mesure
que celui devient petit, sphérique et dense, tendant vers une limite asymptotique [259]. Il en résulte
que la perte de surface de ces érythrocytes agés, précédent de peu leur disparition de la circulation
générale (captation splénique présumée) est de I'ordre de 16 a 17% par rapport aux réticulocytes de

2 jours d’age. Ces chiffres sont relativement comparables aux 14% de perte de surface mesurés
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entrainant une rétention sur filtre a microbilles. Lors du vieillissement naturel des érythrocytes d’'une
durée de vie de 120 jours, I'érythrocyte aurait perdu environ 14 a 16% de sa surface au terme de
cette durée (réduction de surface entrainant une sphérisation) et se trouverait bloqué par le filtre

splénique, lieu supposé de destruction des globules rouges sénescents [104].

Nous avons montré que 'infection et le processus de pitting entrainait une perte de surface projetée
de 9%. Entre le moment du début du traitement par AS et le début de I’hémolyse tardive (2 semaines
environ), I'érythrocyte par le seul fait de son vieillissement naturel va continuer de perdre de la
surface. En ce qui concerne les 0iRBC, une perte de surface supplémentaire liée au vieillissement
naturel semble nécessaire pour atteindre le seuil de 14 a 16 % menant a une rétention. Ceci
expliquerait pourquoi le déclenchement de la perte ne survient pas immédiatement apres le
processus de pitting (qui survient lui dans les premiéres heures de traitement, le pic d’0iRBC étant
atteint en moyenne a J2+/-1). En résumé, l'infection, le traitement et le pitting pourrait entrainer une
modification accélérée des globules rouges parasités puis pittés leur conférant en 2 ou 3 semaines la
morphologie et la déformabilité (réduite) d’un érythrocyte beaucoup plus dgé. Dans une formulation
tres simplifiée, les processus imposés a I'érythrocyte correspondraient a un « vieillissement »
accéléré de I'érythrocyte générant une perte de surface comparable a celle observée chez un

érythrocyte sénescent destiné a étre bientot retenu dans la rate.

Comment expliquer la relative synchronicité du début de la perte des 0iRBC (J15 en moyenne) ? Une
hypothése serait que tous les érythrocytes ne sont pas a méme d’'étre infectés, puis pittés. Seuls les
érythrocytes assez jeunes avant infection, traitement et pitting c’est a dire ayant perdu moins de 5 %
de leur surface environ pourront étre la cible du pitting et de I'hémolyse tardive (au seuil de
rétention de 14 %, [x < (5-y)], ou « x » est la perte de surface déja subie par I'érythrocyte avant
infection et « y » la perte de surface d’un érythrocyte survenant lors du vieillissement naturel sur 15
jours. Autrement présenté [x+y+9% = 14%)], soit le seuil de rétention ici retenu). C'est-a-dire que la
somme de la perte de surface de I'érythrocyte avant infection, traitement et pitting, et du
vieillissement naturel surajouté sur 15 jours pourrait étre égale a la perte de surface menant a la
rétention (soit 14% par exemple). Les érythrocytes en de¢a d’'un age qu’il reste a déterminer, au
moment de I'infection seront les pourvoyeurs des 0iRBC dont la destruction par rétention splénique

débutera lors de la deuxieme semaine post AS.

Cette hypothése permet d’expliquer le début différé et assez brutal ou « synchrone » de I’'hémolyse
et son prolongement dans le temps au-dela de la deuxiéme semaine ; le temps pour chaque 0iRBC
d’arriver par vieillissement naturel surajouté a la perte liée au processus d’infection, de traitement et

de pitting, a la perte de surface nécessaire a sa rétention mécanique dans la rate.
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Cette notion d’age optimum de I'érythrocyte a méme d’étre pitté pose directement la question de
I'dge optimum de I'érythrocyte a étre infecté, appelée aussi sélectivité parasitaire (cible
érythrocytaire préférentielle pour le parasite). Il est communément admis que tous les érythrocytes,
peuvent étre la cible de P. falciparum sans sélectivité concernant I'dge globulaire. Pourtant des
publications anciennes ont montré une sélectivité accrue pour les jeunes globules rouges et les
réticulocytes par rapport aux érythrocytes plus agés [260, 261]. Cette sélectivité diminue lors du
paludisme grave et une faible sélectivité globulaire est associée avec les plus fortes parasitémies
[262], mais la réciproque n’est pas retrouvée. A parasitémie équivalente I'index de sélectivité varie
en fonction de la gravité de I'acces. Cette donnée peut paraitre dans notre cas contre intuitive. Cette
donnée semble s’opposer a I'existence d’'un optimum d’age globulaire favorisant le pitting et
I’'hnémolyse tardive. Pourtant deux explications non exclusives sont possibles : (i) la présence d’un
plus grand nombre d’érythrocytes le plus susceptible a l'infection et d’'un age restreint (jeune
érythrocyte ayant perdu peu de surface érythrocytaire au moment de I'infection) et (ii) des parasites

capables d’envahir tous types de globules rouges (jeunes et agés) [262].

3.2.2.2 « L’hémoglobine a HO est plus élevée dans le groupe PADH » : I’hypothése
d’un plus grand nombre de cibles pour le pitting ?

Dans notre travail les patients qui vont étre touchés par un épisode de PADH avaient a HO une
hémoglobine en moyenne plus élevée que les autres groupes d’anémie (Annexe 4.2 et [254]).
Comment expliquer cette particularité ? D’une maniere générale il est licite de considérer qu’a
parasitémie équivalente, le nombre absolu d’iRBC, et de fait le nombre d’0iRBC potentiels générés
faisant suite au pitting, sera plus important a mesure que le taux d’hémoglobine est élevé (biomasse
parasitaire plus importante infectant des érythrocytes candidats au pitting). Le groupe PADH s’est
caractérisé par un plus grand nombre d’0iRBC générés en valeur absolue. Ceux-ci sont issus d’iRBC.
C'est-a-dire que l'on peut supposer qu’un plus grand nombre d’érythrocytes a été la cible de
I'infection et du processus de pitting afin de générer un grand nombre d’0iRBC. Dans la mesure ou un
sujet a taux d’hémoglobine plus élevé possede en valeur absolue un nombre plus élevé
d’érythrocyte, il n’est pas illogique de retrouver dans le groupe PADH un chiffre d’hémoglobine plus
élevé a HO. Il est probable que I’hémoglobine de départ et le nombre d’érythrocytes correspondant

soit un facteur de risque du nombre d’iRBC et de fait d'0iRBC dont la perte méne a la PADH.

L’existence dans le groupe PADH d’un taux plus élevé d’hémoglobine a HO renforce I’"hypothése d’un
plus grand nombre de cibles potentielles globulaires pour linfection et le pitting, d’'un age

synchronisé, en accord avec les publications antérieures.
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3.2.2.3 Taux de pitting et « pittabilité » : les raisons d’un taux de pitting élevé
Nous avons mis en évidence la grande variabilité du taux de pitting chez les sujets traités par AS pour
paludisme grave (Figure 2-9). Tous les patients ne pittent avec la méme intensité. Le splénon, unité
fonctionnelle splénique [106] permet de définir une fonction dite de « pitting » des érythrocytes
infectés (par analogie avec la clairance rénale de la créatinine), variable selon les personnes
infectées. Quatre éléments pourraient influencer directement la « pittabilité » des érythrocytes
infectés : (i) I'age érythrocytaire et la capacité de I'érythrocyte a franchir la fente interendothéliale,
(i) 'age parasitaire et la susceptibilité du parasite mort a étre expulsé de I'érythrocyte, (iii)
I’activation splénique et la capacité de la rate a plus ou moins bien pitter les iRBC au cours du temps
et (iv) la durée d’exposition a I'artémisinine, facteur nouvellement mis en évidence et nécessaire au

processus de pitting [258].

Les éléments discutés ci-dessus peuvent suggérer que les érythrocytes jeunes sont le plus a méme
d’étre pittés (les plus déformables). L’age parasitaire optimum semble étre un age en rapport avec
un petit parasite plus facilement expulsable du globule rouge sans entrainer la rétention ou la
destruction immédiate de I'érythrocyte, c'est-a-dire un stade jeune ; le stade annulaire. L’assomption
est ici faite que le résidu parasitaire mort, a l'instar du pitting naturel de petits éléments
intraglobulaires (corps de Howell-Jolly, de I'ordre du micrométre), est facilement expulsable de
I’érythrocyte sans destruction de celui-ci. Par ailleurs des données in vitro et ex vivo ont mis en
évidence une relation proportionnelle importante entre rétention et age parasitaire (Chapitre 2.6 et
[106, 125]). Une expérience récente de I'équipe visant a évaluer le pitting in vitro sur filtres a
microbilles a montré qu’une durée minimale de 6 heures d’exposition a I'AS semblaient nécessaires
pour entrainer un phénomene de pitting [258]. Aussi les érythrocytes parasités par des formes plus
dgées échapperont au pitting par séquestration tissulaire et/ou rétention splénique. Ainsi il est
possible d’avancer que le maximum de pitting et la création d’'un maximum d’o0iRBC (taux de pitting
élevé) se produira lors de la présence d’'une biomasse parasitaire circulante importante (les o0iRBC
sont des iRBC qui ont été pittés), synchronisée, jeune (résidu parasitaire plus facilement expulsable
de I'érythrocyte) et d’un traitement par artémisinine et dérivés (avec un temps d’exposition au
médicament suffisant pendant la maturation du parasite avant que celui-ci n’arrive au stade de

séquestration ; le processus de pitting n’étant pas instantané).

La figure 3-1 montre dans une optique chronologique et évolutive les parameétres qui président a la
variation du taux de pitting et I'apparition des 0iRBC chez un sujet non immun (pas d’action de
réduction/controle de la charge parasitaire d’origine immunitaire par le malade a type

d’opsonisation rapide). Les éléments de fonctionnalité splénique sont discutés plus bas.
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Selon que le traitement est initié en début de cycle parasitaire (parasite jeune-sensibilité maximale

au processus de pitting) ou plus tardivement au cours du cycle (moindre sensibilité au pitting pour les

formes plus agées et/ou séquestrées), le nombre d’oiRBC générés varie, et cela dans les deux

modeles de développement parasitaire synchronisé ou asynchronisé.
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Figure 3-1. Schéma d’apparition des 0iRBC en fonction du début du traitement par AS par rapport a
I’age parasitaire. (A) Modéle synchronisé de multiplication parasitaire (toute la population parasitaire
a le méme age [73]). Les situations 1, 2, 3, 4 correspondent au début du traitement par AS en
fonction du moment du cycle parasitaire. (1) début du traitement sur des formes annulaires, (2)
début du traitement sur des formes annulaires plus agées et trophozoites (début de disparition des
parasites de la circulation périphérique-cytoadhérence), (3) début du traitement sur formes
parasitaires séquestrées, (4) début du traitement avant méme I'apparition des nouvelles formes de
réinvasion dans le sang périphérique. Ligne rouge : pittémie rapportée a une parasitémie de 100%
théorique. (B) Dans une représentation asynchrone de la multiplication parasitaire, la population
parasitaire est constituée a tout moment de formes annulaires (75-80%) [73]. Les formes annulaires
agées de Oh a 14h (70% de la population annulaire) sont pittables a 100%, les formes annulaires
dgées de 14h a 18h (20% de la population annulaire) sont partiellement pittables et les formes
annulaires agées de 18h a 20h (10% de la population annulaire) sont non pittables. Chez un patient
non immun infecté par une population parasitaire asynchrone, un taux d’environ de pitting de 80%
est attendu (situation 5). Par ailleurs, et dans toutes les situations, la fievre pourrait avancer I'heure
de la cytoadhérence et pourrait modifier, de fait, la proportion de cellules pittées [77].

3.2.2.4 Larate au cours de I’acces palustre
Interviennent aussi les qualités intrinséques de la rate. Une rate hyper « activée » dans ce contexte
pourrait présenter un seuil diminué de détection des anomalies érythrocytaires ce qui pourrait peut-

étre influencer le nombre d’o0iRBC générés et le taux de rétention [151]. Il semblerait que les

146



phénomeénes de rétention et probablement de pitting sont d’une part variables dans le temps et
dans leur intensité au cours de I'infection palustre, dépendant aussi du statut immunitaire vis-a-vis
du paludisme du sujet (lié a I'age). Il s’agit aussi, probablement, de phénomeénes saturables [106].
Une surcharge d’érythrocytes candidat a la filtration splénique pourrait étre responsable d’une
modification du taux de pitting, du taux de rétention et de sa qualité. Il a déja été montré qu’une
augmentation de filtration splénique pouvait entrainer des dommages membranaires [151]. A l'instar
de la phagocytose splénique, dont les capacités peuvent étre dépassées par un exces antigénique en
présence d’une forte parasitémie [148], les fonctions de rétention et de pitting pourraient étre aussi
altérées dans le temps en fonction de I'activation splénique (modification du diamétre des fentes
interendothéliales par contraction/relachement de cellules réticulaires dépendant du débit
artériolaire splénique) [151]. Un élément complémentaire pourrait intervenir aussi comme la
pression artérielle systolique. Le processus de pitting (la phase de filtration proprement dite) repose
sur le gradient de pression décroissant entre le débit artériel entrant et le débit veineux sortant
splénique. Toute modification de pression artérielle (hypotension, sepsis sévere associé, état de
choc) qui peut survenir lors d’un accés grave pourra avoir un impact sur la le taux de pitting

entrainant une réduction du nombre de pittés.

Les 0iRBC générés pendant la phase infectieuse de la maladie pourraient étre aussi endommagés par
I’environnement métabolique oxydatif associé a la phase aigué de la maladie [263] et par le
traitement [198]; environnement métabolique qui pourrait affecter aussi les uRBC (« bystander
URBC »). Dans I'hypothése ou la présence d’un deuxieme pic d’0iRBC est généré plus tardivement (le
2°™ pic de J7+/-2 dans notre étude, Figure 2-10) ; ces 0iRBC pourraient &tre moins touchés par ces

éléments oxydatifs présents au début du traitement [145].

Ces différents éléments de discussion pourraient impacter le taux de pitting et sont probablement
des éléments majeurs, extrinseéques a I'érythrocyte, au parasite et au traitement, de la variabilité du

processus de pitting dans le temps (qualitativement et quantitativement).

3.2.2.,5 VL’épargne globulaire : un effet de I’AS
Le taux de pitting et la nécessaire « pittabilité » érythrocytaire qui 'accompagne est un facteur
probable d’épargne globulaire initiale. Les iRBC qui auraient dus étre détruits de suite ne vont pas
I’étre car devenant 0iRBC ils échappent a une destruction précoce. Nous n’avons cependant pas pu le
démontrer clairement dans notre travail. La perte sur les 7 premiers jours est identique dans les 3
groupes (de I'ordre de 2,2 g/dl d’hémoglobine) en sachant que les taux d’hémoglobine de départ ne
sont pas les mémes (hémoglobine a 13,6 g/dl pour le groupe PADH). A J14 les 3 groupes ont le méme

niveau d’hémoglobine de I'ordre de 10g/dl. On peut en déduire que la perte globale est plus
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importante dans le groupe PADH et le moment de cette perte differe ; elle survient plus tardivement
dans ce groupe que dans les autres groupes. Cela n’est pas illogique si I'on retient que le groupe
PADH se caractérise par une parasitémie initiale plus importante en moyenne. Un o0iRBC n’est qu’un
iRBC qui a été pitté. Au lieu d’étre détruit précocement (iRBC), la destruction survient plus tard
(oiRBC) ; ce qui doit étre détruit le sera. Nous avons montré, et en cela confirmé les études
antérieures, que ces 0iRBC ont une demi vie raccourcie et une destruction différée. L'épargne initiale
sera soldée en deuxieme semaine avec potentiellement une perte globulaire importante (quoique
rare). Cependant le cap aigu, celui se grevant de la plus forte morbi-mortalité, sera franchi du fait de
I'efficacité de I’AS, confirmant ainsi le positionnement de ce nouveau traitement dans le paludisme

grave.

3.2.3 Anémie au cours du paludisme : une sélection phénotypique des uRBC ?
La perte des uRBC serait responsable de plus de 80% a 90% de la perte globale lors de I'anémie
palustre (Chapitre 1.6.2.2). Les uRBC présentent une diminution de déformabilité qui corréle avec le

degré d’anémie [116].

3.2.3.1 Une sélection phénotypique
L’expérience de microfiltration sur billes semble montrer 2 éléments intéressants. Les uRBC de
patient passent plus facilement le filtre a microbilles (TNR négatif) que les uRBC issus de cultures
plasmodiales (TNR quasi nul) et il existe un enrichissement du contenu d’aval en uRBC issus du
patient par rapport aux uRBC de donneurs sains (TNR négatif) (Figure 2.14). Cette expérience
pourrait révéler une sélection phénotypique effectuée par la rate du malade, de ces uRBC. En
montrant une facilitation de passage du filtre a microbilles (enrichissement) par rapport aux
érythrocytes de donneur, nous avons montré que la rétention mécanique était moins importante
pour ces érythrocytes que pour les uRBC issus de la culture parasitaire (URBC contigus des iRBC) qui
eux n‘ont pas eu a franchir le filtre naturel splénique. Ainsi I'existence d’un facteur uniqguement
parasitaire a méme de modifier le comportement rhéologique des uRBC ne semble pas suffisant.
D’autres éléments liés a l'infection mais non présents in vitro (stress oxydatif, interaction
macrophagique splénique) sont nécessaires pour modifier le comportement rhéologique des uRBC.
On pourrait supposer que les uRBC impropres au franchissement ont déja été retenus chez le malade
et ne sont pas retrouvés dans le préléevement soumis au filtre a microbilles lors de I'expérience ; ne
demeurent dans celui-ci que les uRBC sélectionnés dont les capacités de déformabilité permettent le
franchissement du filtre. Il s’agit d’'une indication indirecte en faveur de la rétention des uRBC a la

déformabilité diminuée (ayant atteint un certain seuil de déformabilité entrainant la rétention) chez
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le patient. Des travaux antérieurs ont montré que la diminution de déformabilité des uRBC prélevés a
HO étaient corrélée au degré d’anémie de HO et a la mortalité globale [53, 116]. Mais il s’agit dans ce
cas la d’érythrocytes encore circulants ; probablement les futurs candidats a une rétention et une
séquestration rapide, d’ou la corrélation positive entre le taux d’hémoglobine mesuré a cet instant
(mais qui traduit une perte érythrocytaire survenue antérieurement) et la diminution de

déformabilité des uRBC circulants a cet instant et non encore détruits ou séquestrés.

3.2.3.2 Limites de ce travail
Cependant ces conclusions sont fragilisées par des faiblesses de I'expérience. L’age parasitaire des
parasites de culture et de patients ne sont pas comparables. Il s’est agit de parasites agés et pas
toujours tres bien synchronisés pour les parasites de cultures, avec des taux de rétention importants,
et des parasites jeunes (stade annulaire) pour les malades. La gravité clinique des patients est
variable (environ 60% de cas graves) pouvant impacter sur la déformabilité érythrocytaire globale.
Enfin peu d’expériences ont été menées (9+12). Une étude au Lorca aurait été nécessaire afin de
mesurer les différents index d’élongation des différentes sous populations afin de les comparer aux
résultats des publications antérieures sur le sujet [53, 54, 116] et de confirmer I'hypothése de

sélection phénotypique. Elle n’a pas été réalisée.
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3.3 Perspectives
Les résultats et questions du travail de thése ici présentés nous permettent de proposer des

éléments de développement futurs.

3.3.1 Confirmation du modéle explicatif dans une population vivant en zone d’endémie
et pré immune (essai DHART, collaboration Mahidol Oxford Research Unit 2014-

2016)
La PADH a surtout été décrite chez des voyageurs non ou anciennement pré immuns pour le
paludisme (migrants). Une question majeure demeure pour I'ensemble de la communauté médicale
et scientifigue mondiale. Existe-t-il comme chez les voyageurs un risque de PADH (et les risques
induits, tolérance et transfusions) chez les populations vivant en zone d’endémie et qui sont de fait

les plus consommatrices d’AS ?

3.3.1.1 PADH en population vivant en zone endémique : I’essai DHART
Fruit d’'une collaboration en cours initiée entre I’équipe d’accueil et la Mahidol Oxford Research Unit
basée a Bangkok (Pr. Arjen Dondorp) nous avons participé a I'élaboration et participons a la conduite
d’un essai qui vise a déterminer I'existence d’une anémie tardive apres traitement par AS dans une
population vivant en zone endémique pour le paludisme et le cas échéant de confirmer le
mécanisme suspecté de la perte en hémoglobine (disparition des oiRBC). Le promoteur est

I"'université d’Oxford, Royaume Uni et le bailleur de fond Guilin Pharmaceuticals, Chine.

3.3.1.2 Rationnel de I'étude

Nous avons, basés sur nos travaux, émis |’hypothéese que :

(i) Le risque de développer une PADH (apres 7 jours) est plus élevé chez les patients
recevant de I’AS comparés a ceux recevant de la quinine

(ii) La PADH est due a la clairance des 0iRBC 2 a 3 semaines apres le traitement par AS

(iii) La proportion d’o0iRBC en circulation a J3 prédit le risque de PADH

(iv) Il existe une réduction du risque d’anémie précoce (avant 7 jours) sous AS comparé a la
quinine, déterminé par la chute précoce de I'hémoglobine et le besoin précoce de
transfusion (initialement les iRBC devenus 0iRBC sous AS échappent a une destruction

immédiate : I'épargne globulaire)

Nous avons proposé un essai afin d’évaluer I'incidence de la PADH apreés traitement par AS comparé
a la quinine, afin d’identifier les patients a risque de PADH et d’élucider les mécanismes explicatifs

sous jacents.
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3.3.1.3 Objectifs primaire et secondaires
L’objectif primaire est de comparer I'incidence de la PADH chez des patients atteints de paludisme a
P. falciparum non compliqué hyperparasitémique (parasitémie compris entre 2% et 10% sans criteres
de gravité) dans une population d’enfants vivant en zone de haute endémie, traités par AS IV ou
quinine IV. La définition de la PADH dans cette étude reprend la définition stringente (diminution >

10% du taux d’hémoglobine a n‘importe quel moment entre J7 et J42 apres le début du traitement).

Dans le prolongement du travail de these les objectifs secondaires sont de déterminer la contribution
respective de ’hémolyse, de la dysérythropoiese et de la clairance des 0iRBC dans I'anémie différée
par groupe de traitement. D’autres objectifs sont poursuivis comme la détermination de I'anémie

eme

précoce (chute d’hémoglobine et transfusions avant le 7°"° jour) par type de traitement, la
description du profil évolutif de I’hémoglobine entre J7 et J42, la détermination de marqueurs
pronostics précoces de PADH incluant le traitement recu, la parasitémie d’admission et la proportion
des 0iRBC a J3 apres le début du traitement. L’objectif final est de définir des recommandations pour

la pratique clinique de suivi de I'hémoglobine dans ce contexte.

En résumé la premiére question est de savoir s’il existe une anémie tardive (en utilisant les outils
habituels : chronologie des taux d’hémoglobine, de réticulocytes et marqueurs d’hémolyse) d’'une
part et d’autre part d’utiliser les outils de recherche spécialisée sur le terrain (détermination du
pitting par cytométrie, évaluation de la déformabilité par Lorca) afin de confirmer ou d’infirmer les

données issues des études précédentes menée sur des populations de voyageurs.

3.3.14 Site et design de I'étude
L’étude est conduite a Kinshasa, République Démocratique du Congo (RDC), I'un des 5 pays les plus
touchés au monde par le paludisme. Le centre de recherche KIMORU, qui dépend de la MORU est
basé a Kingasani (banlieue pauvre et surpeuplée de I'est de Kinshasa) et travaille en collaboration
avec I'hopital général de Kingasani. L'essai se déroule en collaboration avec I'université d’Oxford et
I'université de Kinshasa (Ecole de santé Publique de Kinshasa). Il s’agit d’un essai thérapeutique
randomisé sur deux bras, ouvert et contr6lé. Les enfants inclus ayant satisfait aux critéres
d’inclusions et aprés obtention du consentement (parents ou ayant droit) recoivent au hasard de I’AS
ou de la quinine. Les patients sont hospitalisés 3 jours ou plus si nécessaire. Aprés sortie de I’hdpital
le suivi est hebdomadaire et assuré pendant 42 jours pour les visites de controle et les prélevements

sanguins. Un total de 216 sujets est nécessaire (108 par bras de traitement).
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3.3.15 Cytométrie de terrain: adaptation de la technique, contraintes
rencontrées

L’un des objectifs a été d’adapter la technique de cytométrie utilisée dans le laboratoire (expérience
sur Accuri) au cytometre disponible sur le terrain le Cyflow SL. Celui-ci ne posséde qu’un laser bleu
(20mW a 488nm) ce qui limite les marquages disponibles du fait du recouvrement de longueurs
d’onde d’émission ou de longueur d’'onde insuffisante pour I'excitation des fluorochromes. Apres 3
mois de tentative nous avons conclu au procédé suivant : I'expérience serait menée sur 2 tubes en
parallele avec une méthode soustractive (détermination des 0iRBC de maniere indirecte). Un tube
est utilisé pour le marquage de I'ADN parasitaire déterminant la parasitémie et un tube pour le
marquage du RESA déterminant la résamie (iRBC + oiRBC). La pittémie est de fait calculée par
soustraction : Pittémie (%) = Résamie (%) — Parasitémie (%). Le choix s’est porté sur I'utilisation du
Sybrgreen (Life technology) et de I'Alexafluor488 (Life technology anticorps de chévre anti IgG

humaine) comme anticorps secondaire couplé. Le détail est présenté en Annexe 4.5.

L’étude a débuté en juillet 2014. Elle est en cours a I’heure actuelle.

3.3.2 Marqueur pronostic : « pittémie de J3 »
Le seuil de 180 millions d‘0iRBC/| atteint au cours de la premiére semaine suivant le début du
traitement pas AS, discrimine les patients a risque de PADH avec une sensibilité de 89% et une
spécificité de 83% dans notre étude [254]. La détermination de ces 0iRBC repose pour le moment sur

Iutilisation de techniques pointues, non disponibles partout et nécessitant un savoir faire spécifique.

3.3.2.1 Mise au point test diagnostic simple sur le terrain
La question qui se pose est donc la mise au point d’un test simple, peu onéreux, robuste utilisable
par tous (médecin, biologiste de garde) y compris en zone de faible recours sanitaire (PED) qui puisse
déterminer le nombre ou plus simplement la présence ou I'absence d’oiRBC générés au cours de la

premiere semaine et le risque de survenue de la PADH.

3.3.2.2 Test rapide de type bandelette
L'idée d’un test rapide de type bandelette s’impose. La persistance de la protéine RESA, solidement
ancrée au réseau de spectrine pourrait étre la cible d’'un anticorps monoclonal marqué d’un
chromogene fixé sur une bandelette dont le seuil de réactivité reste a déterminer. Elle permettrait
dans une approche simplement qualitative de déterminer la présence ou I'absence d’o0iRBC dans
I’échantillon d’un patient a J3. Les patients présentant un résultat positif (présence d’oiRBC au-dela

d’une certaine concentration limite) seraient potentiellement a risque d’avoir une PADH 15 jours plus
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tard. Un résultat négatif permettrait d’exclure, avec une bonne valeur prédictive négative du risque
de PADH, les malades d’un suivi lourd et prolongé. Ce test permettrait de sélectionner les patients a
risque afin de concentrer sur eux la surveillance recommandée par 'OMS (contréle hebdomadaire

pendant 28 jours). Les patients a test négatif bénéficieraient alors du suivi standard (J7 et J28).
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3.4 Conclusion générale

3.4.1 Meécanisme unique et original d’épargne et de perte : une nouvelle anémie
L'observation critique et analytique de I’évolution clinique et biologique d’une cohorte de patients
peu ou non immuns atteints de paludisme grave et traités par AS a permis de clarifier I'évolution du
cours de I’'hémoglobine lors de I'infection palustre. La distinction des différents profils d’anémie et
I’évaluation des 0iRBC au décours du traitement, par des outils de recherche moderne, nous permet
de confirmer I'existence de la PADH. Celle-ci peut étre considérée comme une entité séparée au sein
des anémies du paludisme a la physiopathologie trés particuliere. Habituellement au cours de
I’'anémie palustre la cible de destruction érythrocytaire vise les iRBC et les uRBC. Ici ce sont les 0iRBC

éme_aéme

qui sont une cible importante de la perte survenant lors de la 2 semaine post thérapeutique.
Il s’agit d’'un nouveau mécanisme d’anémie lié a la forte présence quantitative des 0iRBC directement

induit par le mode d’action original de I'AS et de I'artémisinine en général.

3.4.2 Effet secondaire ou effet thérapeutique ?
La survenue de cette anémie différée par la perte des oiRBC dépend directement de I'un des
mécanismes d’action de I'AS (processus de pitting). Il s’agit d’'un effet secondaire fréquent lié au
médicament qui par ailleurs est supérieur a la quinine dans le traitement du paludisme grave.
Compte tenu des avantages de I'AS dans la prise en charge de ces malades, I'incidence de I’hémolyse
et de I'anémie qui en découle, sévere dans moins de 15% des cas, ne remet pas en cause cette
avancée thérapeutique. Le message d'ores et déja transmis a la communauté internationale se veut
rassurant. L'épargne initiale globulaire par le processus de pitting est un effet particulierement
original de ce traitement, reposant sur une microstructure anatomique splénique unique : la fente
interendothéliale. Mais cette épargne n’est que transitoire. Les érythrocytes ainsi générés (0iRBC)
fragilisés par les remaniements morphologiques endurés par ce mécanisme original seront détruits

plus tard au cours de la 2°™ et 3°™ semaine.

Cependant les premiers éléments d’étude semblent montrer que tous les patients ne sont pas a

risque de PADH.

3.4.3 Un effet indésirable en partie expliqué : sélection des patients a risque
Nos découvertes proposent un canevas explicatif de I'anémie post-thérapeutique liée a I'AS et
ouvrent la voie a la mise au point de tests prédictifs du risque de PADH reposant sur la

guantification/qualification des o0iRBC durant la premiére semaine. Les éléments décrits ici révelent
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gu’un certain nombre de facteurs non indépendants entre eux influencent le risque d’anémie
différée. Une forte parasitémie, une pittémie élevée, un taux d’hémoglobine de départ élevé chez
des patients peu ou non immuns semblent étre des facteurs constitutifs importants du risque
d’hémolyse différée. L'impact respectif de ces différents facteurs reste a définir chez les populations

de voyageurs et vivant en zone endémique.

3.4.4 Une transition thérapeutique préservée au bénéfice des malades
En réponse a la « saisine » de 'OMS, nous avons apporté des éléments d’efficacité et de tolérance de
I’'AS dans ce contexte d’anémie nouvellement décrite renforcant le bien-fondé de la transition
thérapeutique (abandon de la quinine) initiée au plan mondial dans le traitement du paludisme

grave.

155



4 ANNEXES

4.1 Fiche de recueil et de suivi ANSM

ATU nominative
MALACEF® (artésunate) 60mg, poudre et solvant pour solution injectable
Fiche de demande initiale de traitement 1/2

‘ Identification du patient

Nom (3 premiéres leftres) : .....................

Date de Naissance : .....[......[...... Pays de
Poids :........... kg Sexe O M OF

Pays de contamination : ..................

Date d'arrivée danscepays: .........coeeveenennnn.

Date de retour en France : ............

naissance :

Situation clinique

1- Diagnostic de paludisme

Le diagnostic du paludisme a P. falciparum est-il formel?
La méthode ayant permis la confirmation du diagnostic :
(plusieurs choix possibles)

2- Forme grave de paludisme :

Température : ........... T

Ooui Onon

O Test de diagnostic rapide (TDR)
O Goutte épaisse

O Frottis mince

Au moins 1 des 13 critéres de gravité suivants (signalés en gras) est requis pour I'utilisation du MALACEF®

Critéres de gravité
(1 seul critére formel suffit)

Détail de I'examen

1 O Défaillance neurologique
u obnubilation, confusion, somnolence, prostration
o coma avec score de Glasgow < 11

Confusion Qui O NonO Non renseignéd
Convulsion Qui O NonO Non renseignéd
Nombre depuis 24h : ......

2 O Convulsions répétées : au moins 2 par 24 h Score de Glasgow : ...... 15

3 O Défaillance respiratoire Saturation : ...... % FR:...... /mn

o PaO4/FiO; < 300 mmHg, si VM ou VNI PaQ2:........ mmHg O2nasal ...... I/mn
o Pa0; < 60 mmHg et/ou SpO; < 90 % en air ambiant et/ou FR > | PC02: ........ mmHg Fio2:....%

32/mn si non ventilé
o signes radiologiques : images interstitielles et/ou alvéolaires

Bruits surajoutés a I'auscultation (préciser) :

4 O Défaillance cardio-circulatoire :

o pression artérielle systolique <80 mmHg en présence de signes
périphériques d'insuffisance circulatoire

o patient recevant des drogues vasoactives quel que soit

le chiffre de pression artérielle

o signes périphériques d'insuffisance circulatoire sans hypotension

Drogues vasopressives Oui O NonO Non renseignéd

5 O Hémorragie : définition clinique
6 O Hémoglobinurie macroscopique

Saignement spontané Qui O NonO Non renseignéd
Purpura Qui O NonO Non renseignéOd

7 O lctére : clinique ou bilirubine totale > 50 pmol/l

Ictere clinique Oui O NonO Non renseigned
Splénomégalie Oui O NonO Non renseigné
Splénectomie Oui O NonO Non renseigné

PA ... GGT AST/ALT (UI) :....... oo
8 O Anémie profonde : hémoglobine < 7 g/dl, hématocrite <20% | Ht (%) 1 ....oocoooiiiiiiiin, Taux d'Hb (g/dl): .............
Plaquettes : .......... gigall GB:............. gigall
9 O Hypoglycémie : glycémie < 2,2 mmol/l Glycémie (avant traitement) : ........... (g/l ou mmoll)
10 O Acidose : pH ...

o bicarbonates plasmatiques <15 mmol/l

0 acidémie avec PH < 7,35

11 O Insuffisance rénale :

u créatininémie > 265 umol/l ou urée sanguine > 17 mmol/l
o diurése < 400 ml/24 h malgré réhydratation

12 O Toute hyperlactatémie

HCO3-: ... mmol/l

Diurése (ml/24h) : ....
Créatininémie (micromal/l) : .......
Uree sanguine (mmol/l) : .......
Lactates (mmol/l) - ........

13 O Hyperparasitémie : > 4%

Parasitémie : ........ %d’hématies parasitées

VM : ventilation mécanique ; VNI : ventilation non invasive ; FR . fréquence respiratoire

Commentaires :

ANSM — CNR La Pitié-Salpétriere
PUT ATU nominative MALACEF (artésunate)

Version 3 - avril 2013
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MALACEF® (artésunate) 60mg, poudre et solvant pour solution injectable
Fiche de demande initiale de traitement 2/2

ATU nominative

Traitements antérieurs

Date des premiers symptémes : ....../......J......

# Chimioprophylaxie utilisée : O OUI
O atovaquone proguanil (MALARONE®)

Si oui, laquelle :

O NON ONSP

O doxycycline (DOXYPALU®, ou autre)
O méfloquine (LARIAM®)

O chloroquine proguanil (SAVARINE®)
O autre (a préciser) :

# Traitement curatif initié depuis moins d'1 mois : O oul
Sioui, lequel : ...

# Traitement en cours lors de I'admission
Sioui, lequel : ...
Posologie.............cocoooeiii

ONON ONSP

OOUl DONON ONSP

....... Dateetheurede début........................... ...

Si le patient regoit de la quinine depuis moins de 24 heures, un relai par MALACEF® est possible

Traitement par MALACEF®

Posologie envisagée : ....................

.............. Durée envisagée @ ...,

Je soussigné Dr

m’engage a fournir a 'ANSM et au CNR du paludisme de la Pitié

Salpétriére la fiche de fin de traitement ainsi que la fiche de suivi post-traitement dés que

possible.

Nom de I'établissement :

Médecin prescripteur Pharmacien

NI e NOM &

I IO & ottt Nombre de flacons délivrés © .........cocoeeeee.
Date/heure :................ooinnl

Tl L

ML s Date et signature:

Date et signature:

Merci de bien vouloir adresser la fiche de
demande initiale avec le formulaire Cerfa de
demande d’ATU nominative au pharmacien

de I'établissement qui se chargera de

I'envaoyer par fax a :

Agence nationale de sécurité du médicament
et des produits de santé
Direction des médicaments anti-infectieux
143, 147 boulevard Anatole France
93285 Saint Denis Cedex
Fax : 01.55.87.36.12 Tél. : 01.55.87.36.11

Une copie de cette fiche doit également étre adressée au Centre de Référence du Paludisme (site Hopital Pitié

Salpétriére) dans les meilleurs délais par fax au 0142 16 13 28

ANSM — CNR La Pitie-Salpétriere
PUT ATU nominative MALACEF (artésunate)

Version 3 - avril 2013 29/42

157



ATU nominative
MALACEF® (artésunate) 60mg, poudre et solvant pour solution injectable
Fiche de fin de traitement 1/2

‘ Identification du patient

Nom (3 premigres lettres) : ..................... Prénom (2 premieres lettres) :............ ATUN ...
Date de Naissance : ...... S I..... Poids ©........... kg Sexe O M OF
Date de la consultation de suivi: ...... lo.... l.....

Traitement par MALACEF®

Date du diagnostic :...... looiidonie

Date de début de traitement : ....../......[...... Posologie : ..o

Evolution sous traitement par MALACEF®

#Résultat de la recherche de Plasmodium falciparum a la fin du traitement par MALACEF® :
date: ... .../ .....: O négatif O positif, préciser la valeur de la parasitémie ............................

#Complications du paludisme aprés le début du traitement par MALACEF® : (Cocher tous les choix qui
s'appliquent et préciser la date de survenue)

date
O Troubles de la conscience ou coma avec Score de Glasgow :
O Prostration
O Convulsions généralisées répétées (plus de 2 crises/24heures)
3 Défaillance respiratoire ou CEdéme pulmonaire (radiologigue)
O Ictére clinique ou taux de bilirubine totale > 50 umol/l
O Hemorragie clinique ou hémoglobinurie macroscopique
O Defaillance cardio-circulatoire
O Insuffisance rénale (créatinémie > 265pumol/l et diurése < 400 ml/24h),
3 Acidose (HCO3 plasmatique < 15 mmol/l ou pH < 7,35)
O Hyperlactatemie
O Hypoglycémie (<2.2 mmol/l ou < 40 mg/dl),
O Anémie grave (Hb < 7 g/dl, hématocrite < 20%)
O Autre :
#Présence de complications résiduelles au jour 77 O Oui O Non
T e =] = o == PPN
#* Survenue d’effet(s) indésirable(s) lié(s) au MALACEF® ? oour O NON
Si oui, préciser :
(*Remplir également la fiche de déclaration d’effet indésirable)

ANSM — CNR La Pitie-Salpétriere Version 3 - avril 2013 33/42
PUT ATU nominative MALACEF (artésunate)
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ATU nominative
MALACEF® (artésunate) 60 mg, poudre et solvant pour solution injectable
Fiche de fin de traitement 2/2

28“\3

[ Relai par antipaludique :

- Date:...../..../...

- Lequel:............
- Posologie : ...

| Bilan de fin de traitement

- Nombre de jours d'hospitalisation : ..........................
- Nombre de jours aux soins intensifs : .................................

- Nombre de jours avant un résultat négatif au frottis (absence de parasites asexués) : ..........

- Patient : O Vivant O Décédé date (J/IM/A) :

Sorti O de réanimation O de I'hépital Date (J/M/A) :

Médecin prescripteur

SEIVICE [ it

Hépital/Adresse/Cachet: + Date et Signature :

¢ Téléphone ... e Fax
¢ e-mail i

Merci de bien vouloir adresser la fiche de fin de traitement dans les 48 heures suivant la sortie du patient
ou a la fin du traitement :

- a ’ANSM par fax au : 01 55 87 36 12 ou par mail : atu@ansm.sante.fr,

- et au Centre National de Référence du paludisme (site de I’hépital de la Pitié-Salpétriére) dans les
meilleurs délais par fax au : 01 42 16 13 28.
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4.2 Article: “Delayed hemolysis does not undermine the life-saving impact of

artesunate. A prospective study of 123 patients with imported P. falciparum severe

malaria” (article accepté a Emerging Infectious Diseases).
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Delayed hemolysis does not undermine the life-saving impact of artesunate.

A prospective study of 123 patients with imported P. falciparum severe malaria

Stéphane Jauréguiberry, - * Marc Thellier,* * Papa Alioune Ndour,? Flavie Ader,* Camille
Roussel” Romain Sonneville,” Julien Mayaux.® Sophie Matheron,” Adela Angoulvant® *
Benjamin Wyplosz," Christophe Rapp,' Thierry Pistone,” Bénédicte Lebrun-Vignes,'* Enic
Kendjo,’ Martin Danis,> * * Sandrine Houzé,"* Francois Bricaire,' Dominique Mazier,> * *

Pierre Buffet * * Eric Caumes," and the FrAWG (French Artesumate Working Group).

1. AP HP, Hopital Pitié-Salpétriére, Service des maladies infectienses et médecine
tropicale, Panis, F-75013, France

2. Centre d'Immumologie et des Maladies Infectienses de Pans, CIMI-PARIS, U 1135
INSERM/UPMC Université Paris VI, Paniz F-75003, France

3. Centre National de Référence du Paludisme-site Pitié Salpetriére, Paris, F-75013,
France

4. AP-HP, Hopital Pihé-Salpéiniére, Service de parasitologie-mycologie, Pans, F-75013,
France

5. AP-HP, Hopital Bichat, Service de réamimation medicale, Pans, F-75018, France

6. AP-HP, Hopital Pitié-Salpétriére, Service de réamimation médicale, Pans, F-75013,
France
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73018, France

g. AP-HP, Hopital de Bicétre, Laboratoire de parasitologie-mycologie, le Kremlin
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Abstract

Artesunate is the most effective treatment in patients with severe malaria. However post
artesunate delayed onset hemolytic (PADH) anemia has been observed in approximately 20%
of artesunate-treated travelers and led to transfusion in about 60%. This could discourage
physicians for using artesunate. We prospectively evaluated a cohort of 123 travelers with
severe malaria treated with artesunate focusing on outcome, adverse events and PADH. Six
patients died (5%). Overall there were 97 adverse events. Among the 78 patients who
received follow-up beyond day 8, 76 (97%) had anemia and PADH was recorded in 21
patients (27%). In 85% of the PADH cases, the anemia remained mild. The median drop of
hemoglobin was 1.3g/dl. However 15% had hemoglobin <7g/dl (1/21 patients was
transfused). Despite the high incidence of PADH., the resulting anemia remained mild in 85%

of the cases. This reassuring result confirms the safety and therapeutic benefit of artesunate.
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Introduction

Intravenous artesunate (AS) is the recommended first-line treatment for severe malaria
worldwide since 2010 (1). Two large randomized trials showed 35% and 22.5% reductions in
mortality rates when AS was compared with parenteral quinine in the treatment of severe
malaria in adults and children in Asia and Africa (2. 3). Four case series performed in
Western countries, including 97 travelers returning from endemic countries (mainly Africa)

and treated with AS. reported death rates below 4% (4-7).

AS 1is generally considered to be safe (8). However its use in Western countries has shown
that delayed hemolytic events occur in approximately 20% of travelers with severe malaria
treated with artesunate, 60% of whom require blood transfusion (4, 6, 7, 9-11). Delayed onset
episodes of anemia, named here Post Artesunate Delayed onset Hemolysis (PADH) anemia,
typically occur 2 to 3 weeks after treatment initiation, long after all parasites have been
cleared. PADH episodes then resolve 3 to 6 weeks after the first dose of intravenous AS (7).
The mechanism 1s hemolytic with high serumn lactate dehydrogenase (LDH) levels and low
plasma haptoglobin. No common conventional cause of hemolysis was identified across
studies (4, 6, 12-14). In the only comparative study available so far, PADH anemia episodes
were described in 5 of 8 hyperparasitemic patients treated with AS, alone or in combination
with quinine, but not in patients treated with quinine alone, supporting the assumption that
this side effect is related to AS (11). PADH anemia has not been recorded in meta-analyses
(8) neither observed in large clinical trials in which post-treatment follow-up was not

prolonged (2, 3). However PADH has been reported recently in African children (15).

This recently described adverse event is a matter of concern for the medical community. It
could slow down the ongoing therapeutic change in favor of AS rather than quinine, a less

efficient treatment for severe malaria. WHO recently recommended increased vigilance for
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PADH anemia and called for a more precise description of its incidence, time course and
severity (16). The goal of the present work was to describe the efficacy and the safety of AS,

with a focus on PADH anemia, in a cohort of travelers with imported severe malaria.
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Materials and methods

This was a prospective analysis of clinical and safety characteristics in patients receiving
intravenous artesunate for severe malaria through an existing artesunate surveillance program

in France.

Named-patient program and treatment

In May 2011, intravenous artesunate (vial of 60 mg powder and solvent) became available in
France through the ANSM (Agence Nationale de Sécurité du Médicament), the French drug
agency. The product, manufactured by Guilin laboratories (Guilin Pharmaceutical Shanghai
Co., Ltd.), was imported from China to Europe by ACE Pharmaceuticals BV, Netherlands.
Within the framework of a named-patient program, data were prospectively collected from
ANSM forms completed by attending physicians at the beginning and the end of treatment,
and from medical charts. Both were retrieved by a dedicated team at the National Reference
Center for Malaria (NRCM). Additional data were obtained from the national
pharmacovigilance system and from the database at the NRCM as previously described (17).
Age, sex, native country, place of acquisition, immune status (HIV), pregnancy status,
chemoprophylaxis appropriateness, purpose of travel, disease duration before treatment,
location where AS was prescribed, first-line treatment use, median duration and dose of AS
treatment, length of stay in the medical setting, outcome, clinical and biological criteria for
severe malaria (see below) and follow-up were retrieved. The AS database was implemented
and informed patient consent obtained m accordance with a procedure common to all French
National Reference Centers

(http://'www .legifrance. gouv. fi/affichTexte.do?cidTexte=JORFTEXT000000810056&dateTe

xte=). Data were collected and analyzed anonymously. All patients received intravenous AS

(2.4 mg/kg) at HO, H12, H24 and daily thereafter until a relay of oral anti-malarial treatment
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could be administered to complete treatment, as recommended in France (18). When the

patient was treated with a full 7-day course of IV AS, no other treatment was administered.

Case definitions

Selected clinical and biological criteria relevant to the diagnosis of severe malaria were
retrieved (19, 20). A severe case was defined as a positive blood smear with asexual parasite
forms of P. falciparum associated with at least 1 criterion of severity (Supplemental Table 1).

Patients with mixed species infections were not included in the analysis.

Anemia was defined as blood hemoglobin below 12g/dl in women and below 13g/dl in men.
Hemolysis was defined as plasma haptoglobin below 0.1 g/l and/or plasma lactic
dehydrogenase (LDH) above 390 IU/l. We defined 4 patterns of anemia based on previous
proposals (7, 10, 11). The “rising” pattern was defined by a nadir of hemoglobin and a peak of
hemolysis occurring before day (D) 8 without positive markers of hemolysis after D8 and/or
without any information for a hemolytic component for persisting anemia in the medical
chart. The “delayed” onset hemolysis and anemia pattern (PADH anemia) was defined by a
new drop of the hemoglobin level after D8 and an appearance or reappearance of hemolytic
markers occurring after D8 and/or any information in the medical chart referring to acute
hemolysis occurring after D8. The “persistent” pattern was defined by the presence of anemia
and positive hemolytic markers both before and after D8, and a pattern not fitting the PADH
pattern definition. The “complex™ pattern was defined as all other cases of anemia for which
information was lacking or with an evolution pattern that did not fit any of the previously

defined patterns.

Sample collection

Blood samples were routinely collected from artesunate-treated patients as per recommended

medical care by the attending team at DO, D2(+/-1), D7(+/-2), D14(+/-3), D21(+/-3) and

7
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D28(+/-3) (18, 21). The samples were routinely analyzed for hemoglobin, reticulocyte count,
total bilirubin, glucose, plasma bicarbonate, lactate, serum creatinine, blood urea nitrogen,

LDH, haptoglobin and parasitemia.

Cure, evolution and side effects

The death rate at day 28 was the main clinical endpoint. Parasitological cure was defined as a
negative smear at D7, possibly confirmed later during follow-up. Relapse was defined as the
reappearance of fever and a positive blood smear with asexual parasite forms of P. falciparum
at any time after a first negative result, within the 28-day follow-up period. All side effects
reported on medical charts were recorded and graded using the NIH classification for side
effects

(http://www.niaid.nih.gov/LabsAndResources/resources/DAIDSClinRsreh/Documents/daidsa

egradingtable.pdf).

Statistical analysis

Travel characteristics and demographic, clinical, and laboratory variables were evaluated.
Quantitative variables were expressed as medians and quartiles (Q1-Q3) or as means with
standard errors of the mean (SEM) when appropriate. Qualitative variables were expressed as
percentages. Differences between groups (survived vs. deceased, different patterns of anemia)
were analyzed with the Fisher’s exact test for categorical variables and the Kruskal-Wallis
test for continuous variables. Statistical analyses were performed using SPSS software,

version 20 for Windows. All reported P values are two tailed.
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Results

General presentation of the cohort

A study flow chart is provided in Figure 1 and demographic and clinical characteristics of the

123 patients treated with AS are summarized in Supplemental Table 2.

Efficacy

Among the 123 patients, 117 fully or partially recovered and 6 died from severe malaria
(4.9% death rate, 95% CI [2.0-10.8]). All deaths were related to severe multi-organ failure.
On admission, the following characteristics were more frequently seen in the patients who
died: lower median (Q1-Q3) GCS (10 (3-13) versus 14 (14-15) in the swrvivors P=0.001),
respiratory distress (50% (3/6) vs. 9% (11/117), P=0.019), higher median parasitemia (11%
(8-26) vs. 6% (2-10), P=0.05), higher median lactatemia (mmol/l) (10 (3-12) vs. 2 (2-3),
P=0.002), higher total bilirubin concentration (pmol/) (98 (98-209) vs. 49 (26-75), P=0.007),
lower glycemia (mmol/l) (found below 2.2 in 50% (3/6) vs. 3% (4/117), P=0.002), and renal
insufficiency (80% (5/6) vs. 9% (11/117), P<0.001). Age, sex, immunocompromised state,
place of acquisition, cardiocirculatory impairment (P=0.098) and severe anemia at D0 were
not significantly associated with death. The median lag-time between onset of symptoms and
initiation of treatment with AS was 1.5 (1-5) days in the 6 patients who died vs. 4 (2-5) days
in those who survived (P=0.13). AS was used as a second-line treatment after quinine in 2 of
the 6 patients who died versus 49 of the 117 patients who survived (P=1). All survivors had
complete parasite clearance before D7. Only one case of relapse was observed during follow-
up, occurring 26 days after a 3-day course of IV AS not followed by the recommended oral

course of antimalarial therapy.

Safety
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Safety data were available up to D8 in 123 patients and beyond D8 (to D28) in 78 patients.

All reported adverse events resolved during follow-up.

Table 1 summarizes severity resulting from a comprehensive analysis of all adverse events
considered as being potentially related to AS (NIH grading). Liver enzymes increased in
8/117 survivors, including 6 patients who received one or more concomitant medications with
potential liver toxicity, i.e., paracetamol or a non-steroidal anti-inflammatory drug. All these
episodes occurred before D8. Rash, telogen effluvium and muild pruritus were recorded in one
case each: the rash occurred several days after the end of AS administration and was
considered unrelated to AS; the telogen effluvium was diagnosed during the 28-day follow-up
period; and the pruritus occurred during AS treatment and disappeared without any specific
intervention. One episode of vision loss was considered to be related to a hypertensive
retinopathy by the attending ophthalmologist. There were two cases of acute cerebellar
syndrome, both thought to be related to a post-malaria neurological syndrome. One case of
tinnitus was recorded in a patient who received quinine just before AS. One patient
experienced continuous tremors that resolved spontaneously. QTc lengthening and transient
bradycardia were recorded in 1 and 2 patients respectively. One of the transient bradycardia
episodes (54bpm) occurred between two injections of AS and resolved spontaneously. In the
patient with QTe lengthening (460ms) AS (total dose administered 480mg) was changed to
artemether-lumefantiine (4 tablets), then atovaquone-proguanil (4 tablets per day for 3 days)
due to persistence of the QTc lengthening (560ms) accompanied by hypokalemia below
3mmol/l. These two patients were young (13 and 15 vyears) and weighted 62 and 40kg
respectively. One patient suffered of severe disseminated intravascular coagulation. The
consequences were arterial ischemia of extremities and central nervous system ischemia
(caudate nuclei, corona radiata and white matter). Amputation of fingers and lower limb

(both) was necessary. All signs were considered related to severe malaria. One patient with
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myasthenia gravis received AS with no worsening of the underlying disease (22). Four
patients were pregnant, with one of the pregnancies discovered during therapy. One
miscarriage occurred with hemorrhage leading to a blood transfusion. AS was well tolerated
i two female patients during the second and the third trimesters, and i one during labor. No

cases of hypoglycemia were recorded during AS treatment.

Anemia, hemolysis and transfusion

Anemia was nearly constant, slow to resolve, and followed variable patterns (Figure 1 and 2).
Of the 78 patients with appropriate follow-up, 76 (97.4%, 95%CI [91.0-99.7]) had anemia at
some point (Figure 1). The “rising”, “persistent” and “PADH” patterns were observed
respectively in 35/78 (44.9%, 95%CTI [33.8-55.9]), 16/78 (20.5%, 95%CI [11.6-29.5]) and
21/78 (26.9%, 95%CI [17.1-36.8]) of the patients with or without transfusion who received
follow-up (clinical and/or biological) beyond D8 (78). The median drop of hemoglobin in the
“PADH” group was 1.3 g/dl between day 7 (+/-2) and day 14 (+/-3) but lower and upper
limits of hemoglobin range from 4.6 to 12.9 g/dl at day 14 (+/-3). Of the 8 patients with
itense/potentially severe anemia between D11 and D27, 4 (50%) had a typical PADH
episode (P=0.4) (Figure 2a). Of the 21 patients with PADH, 3 (14.3%, 95% CI [3.1-36.3]) had

blood hemoglobin <7g Hb/dl during the second post-treatment week (6.2, 4.6 and 6.3 g/dl).

We found no parameter significantly associated with a particular pattern (Tables 2 and 3)
except the median hemoglobin level (g/dl) at DO, which was estimated at 11.3 (10-13), 11.2
(9-13) and 13.6 (12-15) for the “rising”, “persistent” and “PADH” patterns, respectively
(P=0.009) (Table 4). During the second post-treatment week, the rise in LDH levels and the
drop in haptoglobin levels were consistent with hemolytic anemia (Figure 2b) lasting
approximately one to two weeks. At day 21 and 28, median LDH levels remained high at 724

IU/1 (344 to 1564) and 497 TU/M (177 to 922), respectively. Haptoglobin remained
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undetectable during weeks 2 and 3 (Table 4, Figure 2b). During subsequent weeks,
hemoglobin levels rose slowly in the rising group with normalized hemolysis markers (Table
4). Maximum reticulocyte production occurred during week 2 for the “rising” and “persistent”
pattern and during week 3 for the “PADH” pattern (Figure 2b, Table 4). At D28, all 3 groups

had reached similar hemoglobin levels (~11.3 g/dl).

Overall, 15 (19.3%. 95%CI [10.5-28.0]) of the 78 patients received a total of 20 blood
transfusions (Figure 1). Fifteen of the 20 transfusions (75%) were performed before DS,
during the acute phase of the disease (Figure 1). Among all the patients with delayed
hemolysis, one (4.8%, 95%CI [0.1-23.8]) had a blood transfusion after D8 (nadir of
hemoglobin at 6.3 g/dl). All patients were cured, and no deaths were related to any side

effects including anemia.
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Discussion

In this cohort of 123 travelers treated for severe malaria in high-care settings, intravenous
artesunate was very effective and generally safe. The mortality rate was 5% and blood
transfusion was necessary in less than 20% of all the patients and less than 5% of the patients
with “PADH”. Our prospective approach based on a named-patient program reduced bias
toward severe cases and provided a robust evaluation of artesunate safety, particularly as

concerns post-artesunate delayed hemolysis (PADH) and anemia.

The death rate of 5% in this cohort is lower than those observed in artesunate-treated adults
managed in field conditions (2, 3) and similar to those i previous, smaller cohorts of
travelers treated with artesunate in high-care facilities (23, 24). A retrospective study in the
UK comparing 143 quinine-treated patients to 24 artesunate-treated patients reported no
deaths, fewer ICU admissions and shorter hospitalization in these latter (25). In a study of 400
severe imported P. falciparum malaria cases treated with quinine (10% death rate), the major
factors associated with death were low GCS, respiratory failure, severe renal impairment,
hyperlactemia or hypoglycemia (23) during the first 24 hours. Despite differing data capture
methods and severity scores, we found the same factors associated with death i this cohort of

artesunate-treated patients.

“PADH” was frequent (27%), but rarely associated with severe anemia (i.e., hemoglobin <
7g/dl), and never fatal. Previous observations (7) may have been partially biased toward the
most severe cases; in contrast our prospective approach efficiently captured mild or moderate,
often asymptomatic episodes. In our study the median delayed drop in hemoglobin levels was
1.3 g/dl. Although “PADH” accounted for the majority of severe anemia episodes (Figure 2a),
only 3 patients (15%) had hemoglobin levels below 7g/dl, and only 1 of these 3 patients was

transfused. This transfusion rate below 5% is thus markedly lower than that found in previous
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reports on delayed anemia i severe imported malaria which was about 60% (4, 6, 7, 11, 13).
Taken together, our results demonstrate that in the setting of imported severe malaria, delayed
hemolysis does not alter the life-saving impact of intravenous artesunate, but it does need

focused attention and follow-up.

With the exception of the pre-treatment hemoglobin level, no parameters — including the
cumulative dose of AS and initial parasitemia — were correlated with the risk of delayed
hemolysis in our study. Some authors have associated high parasitemia with intense delayed
hemolysis (6, 7, 11) while others (4) have demonstrated that not all patients with high
parasitemia develop late onset hemolysis. Other factors are related to the peculiar mode of
action linked to artemisinin derivatives and probably involved in delayed hemolysis (4, 26).
Indications pointing to the involvement of “pitting” (27, 28) a process whereby dead parasites
are expelled from infected erythrocytes, has been reported elsewhere (29, 30). We have
shown that the risk of “PADH?” is linked to the peak number of pitted erythrocytes rather than

the absolute initial parasitemia (31).

Side effects of AS are generally considered mild. The most frequently described side effects
are gastrointestinal disturbances, neutropenia (1.3%), reticulocytopenia (0.6%) and elevation
of liver enzymes (1.1%) (32-34). In studies of travelers treated in non-endemic countries, no
severe hemodynamic, cardiac or allergic reactions were attributed to AS (4, 5, 7, 11). AS is
considered potentially cardiotoxic for doses over 15 mg/kg (32). However in our study, 3
patients treated with the recommended dosage (2.4 mg/kg) developed mild to moderate
cardiotoxicity. They were rapidly switched to another therapy and the signs and symptoms
disappeared. The cases were not explored further by the attending physicians. Whether these
cardiac episodes were related to artesunate is not entirely clear. In a study performed in
Bangladesh involving 21 adults with severe malaria treated with AS, two of the patients

experienced QTc interval lengthening >500ms, but, as observed in one of our patients,
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hypokalemia was present (35). None of the other side effects reported as potentially
attributable to AS in other studies, such as dizziness, nausea, diarthea. anorexia and metallic
taste in the mouth, were recorded in this cohort, and furthermore the neurologic episodes were

considered to be related to malaria rather than AS by the attending physicians.

This study is not devoid of weaknesses. The prospective surveillance system implemented in
France relies on the motivation of attending physicians and parasitologists to report data to the
NRCM dedicated team. Also case declaration is not compulsory. Thus some adverse events
might have been overlooked. Patients with delayed hemolysis but who tolerate anemia well
may not have been reported. Furthermore, symptoms of delayed anemia may be confused
with slow clinical recovery from the severe malarial episode and thus remain undetected until
spontaneous recovery. Nevertheless, it is unlikely that severe cases of delayed hemolysis or
other severe side effects would be overlooked in a named-patient program implemented at
high-level facilities and. as mentioned, this study captured a fairly high proportion of mild to
moderate episodes of delayed hemolysis. The study was furthermore not randomized, but in
the setting of imported severe malaria, it is considered unethical to repeat artesunate versus

quinine trials already performed in endemic countries (3, 36).

To our knowledge this work 1s the largest to date focusing on hemolysis and anemia in
travelers receiving AS for severe malaria. Our prospective analysis joins other reports (16, 37)
i confirming the very favorable risk-to-benefit ratio of mtravenous AS in the treatment of
severe imported malaria despite “PADH” and anemia. Our results show that in this setting,
delayed hemolysis did not alter the life-saving impact of intravenous artesunate. Delayed
hemolysis was frequent but resulted in very low levels of hemoglobin in about 15% of the
cases. WHO and national entities recommend assessing hemoglobin levels every week for
one month after AS administration for appropriate diagnosis and treatment of severe anemia

should it occur (16, 18, 21). Further studies are now needed to find predictive markers of
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hemolysis and anemia, so as to facilitate post-treatment follow-up in travelers and in children

in endemic countries (10-12, 31).
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443  Table 1. Grading severity of comprehensive analysis of all potential adverse events

444  considered as potentially related to AS on 117 patients.

Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
Mild Moderate Severe Life
toxicity toxicity toxicity threatening
Item toxicity Total
Cutaneous 2 1 0 0 3
Ataxia/Tremor/CNS ischemia 0 2 1 | 4
Tinnitus | 0 0 0 1
Cardiac and arterial ischemia | 1 1 | 4
Hypertension™ 0 0 1 0 1
ALT (SGPT) 2 2 3 1 8
Hyperkalemia 1 0 0 0 1
Anemia** 20 11 27 17 75
Total 27 17 33 20 97
445  *:regressive retinopathy.
446 **: grading using available nadir of hemoglobin during the follow-up.
447  HIV-negative patient anemia severity grading: Grade 1: 10-10.9 g/dl, Grade 2: 9-9.9 g/dl,
448  Grade 3: 7-8.9 g/dl, Grade 4: < 7 g/dl.
449  HIV-positive patient anemia severity grading: Grade 1: 8.5-10 g/dl, Grade 2: 7.5-8.4 g/dl,

450  Grade 3: 6.5-7.4 g/dl, Grade 4: < 6.5 g/dl.

451
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452  Table 2. Association between selected variables and the “rising”, “persistent” and “PADH”
453  patterns of anemia 1n 72 patients.
Characteristics Rising Persistent PADH
pattern pattern pattern P
N=35 N=16 N=21
Male gender n(%) 19(54) 10(63) 11(52) 0.8®
Age median (Q1-Q3) 44 (30-52) 39 (24-50) 41 (31-53) 0.6
Area of birth n(%)
Africa 24(69) 7(44) 10(48) 0.1®
Europe, North America 9(26) 9(56) 11(52)
South, Central America 2(6) 0 0
Asia 0 0 0
Time of illness before AS (days) < < ®)
Median (Q1-Q3) 43-5) A(1-7) 4(3-5) 0.9
Hyperparasitemia (> 4%), n(%) 18(51) 10(63) 16(76) 0.1®
Hyperparasitemia > 10% 8(23) 5(31) 5(24) 0.8®
Median parasitemia at DO (% of 5(1-7) 8 (1-16) 7 (4-15) 0.1®
infected red blood cells) (Q1-Q3)
Total dose of AS (mg)
Median total dose (Q1-Q3) 780 882 800 0.7
(540-1030) (615-1046) (676-955)
First line treatment for the current SM
episode, n(%o)
AS first 20(57) 9(56) 15(71) 0.5

454

455

456

® Fisher exact test, ® Kruskal-Wallis test, AS: artesunate, SM: severe malaria
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457

458

459

460

Table 3. Complementary qualitative features when stated for the “rising”, “persistent” and

“PADH" patterns of anemia during follow-up in 72 patients.

Rising | Persistent | PADH
pattern pattern pattern
All DAT + / DAT realized 1/2% 1/3%% 35k
DAT+ and HIV+ 0 1 1
G6PD deficiency / G6PD realized 1/37 0/0 0/5
Abnormal Hb electrophoresis / Hb electrophoresis )
realized 3/5° 0/1 0/6
Persisting renal insufficiency 3 2 1
Renal insufficiency and HIV+ 1 0 0
HIV+ 2 1 1
Iron deficiency / Assay of iron realized 1/5 0/0 1/1

DAT: direct antiglobulin test.

G6PD: Glucose 6 phosphate dehydrogenase.
Hb: hemoglobin.

*: specification missing.

*# DAT + for IgG.

bk 2 DAT + for IgM with one patient treated for a period of time with corticosteroid, one

specification missing.
# 2U/gHb.

¥ A/S sickle disease hemoglobin, A/C disease hemoglobin, minor alpha thalassemia, one case

each.
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461

462

463
464

465

466

467

Table 4. Levels of hemoglobin, reticulocyte count, LDH and haptoglobin in 72 patients with “rising”

during 28 days of follow-up. Results are expressed in median (upper and lower linuts).

Rising pattern

Persistent pattern

PADH pattern

Median
(upper-lower
limits)

Hemoglobin (g/dl)
Reticulocyte (Giga/l)
LDH (IU1)
Haptoglobin (g/1)
Hemoglobin (g/dl)
Reticulocyte (Giga/l)
LDH (IU1)
Haptoglobin (g/1)
Hemoglobin (g/dl)
Reticulocyte (Giga/l)
LDH (IU/1)
Haptoglobin (g/1)

. “persistent” and “PADH” anemia pattern

DO N D/+2* N Dl4+3 N D43 N D843 N
113377 [35] 92037 |43 102038 [16] 106028 (15| 1167049 |22
61(183-3) 14| 65(4446) [12] 133017191 [ 8| 9417856 |6| 7310038 |5

615 (2242-161) | 16| 672 (1601-312) [ 13| 519 (728312) | 6 | 444 (574201 | 5 | 402 (798-269) | &

012200 6] 14290 [12] 122508 [s5] 14@o1ry [4[ 130410 |5
11266 |16] 91736 [19] 99046 |16 107039 |7]| m3a3s |[s
709347 |2| 581752 [13] 19041275 [12] 118(20488) |6| 739234 |7

1018 (3003-794) | 8 | 863 (2722-337) [15] 596 (1139-261) [ 11] 626 (905-262) | 7 | 476 (766-240) | 7

000200 |2 00@20m [13] 000600 [15] 00000 |6 0o@s0n |7
13.6(169) (21| 112046 [20] 99035 |24 100037 (15| 1110510 [17
s1(61.61) | 1| 340328 [12] 12431563 [15] 162431900 [12] 127 (22363) |13

846 (1195-293) | 9 | 634 (793-510) |14] 112 (4000-554) [17] 724 (1564344) [13] 497 922177 |14

000200) |5]| 00@s500m [15] 00060 [18] 00000 [13] 00as50m [15

‘N': number of biological results available for the period.

*: the median drop of hemoglobin during the first week 1s 2.1

0.

2.1 and 2 4 g/dl for the rising, persistent and PADH patterns respectively. DO: day
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469

470

471

472

Supplemental Table 1. Case definition for severe malaria according to French 2008 and

WHO 2000 definition [19. 20].

Neurological impairment

Lethargy

Confusion

Multiple convulsion (2 episodes/24h)

Glasgow Coma Scale (GCS) < 11

Respiratory distress
]

Respiratory rate > 32/mn

Crackles

Pulmonary mfiltrates (chest x-rav)

Pa02 < 60 mmHg

Sp02 < 91%

Cardiocirculatory impairment

Shock (systolic blood pressure < 80 mHg)

Peripheral signs of hypotension

Vasopressive supportive drug

Spontaneous bleeding

Purpuric lesions

Macroscopic hemoglobinuria

Jaundice and/or bilitubin = 50 nmaoll

Anemia (Hb < 7 g/dl or hematocrit < 20%)

Hvpoglvcemia (glucose < 2.2 mmaol/l)

Acidosis

Plasma bicarbonate < 15 mmol/l

Acidemia pH < 7.35

Renal impairment

Serum creatinine > 265 pmol/l and/or Blood urea > 17 mmol/l

Diuresis < 400ml/24h

Hyvperlactatemia (arterial lactate > 1.8 mmol/l)

Hyvperparasitemia (= 4%)

26

184



473 Supplemental Table 2. Baseline (Day 0) demographics, travel characteristics, clinical and biological data of 123 patients with imported severe

474 malana treated by artesunate (AS) m France (2011-2013).

475
Characteristics N Value Additional information when stated Value N or Median (Q1-Q3)
Male Gender, n (%) 123 T4(60)
Age and age groups 123
Median age (Q1-Q3) 42 (30-33)
0-15 years. n(? 9N
16-30 years, n(%) 22(19)
31-49 years. n(%) 48 (39)
=50 years, n(%) 45 (36)
Area of birth, n (%) 123
Africa 65 (53)
Europe. North America 54 (44)
South, Central America-Caribbean 3(2)
Asia 1(1)
Place of acquisition, n (%) 123
West Affica 116 (94)
East and Austral Africa 6(5)
South America 1(1)
Immunocompromised status, n (%) 123
v 97
Cirrhosis 1(1)
None 113 (92)
Pregnancy, n (%) 49 4 (8%)
27
Chemoprophylaxis during travel, n (%) 123 Chemoprophylaxis used N
Yes 24 (20) Chleroquine (CQ) 3
Inadequate for the country of travel 3(28) CQ+Proguanil (PG) 2
Mefloquine 2
Atovaquone+PG 7
Doxycycline 7
Unknown prophylaxis 3
Reason of stay in endemic zone, n (%) 123 Median length of stay in days (Q1-Q3)!
VFR 61 (50) VER 33 (23-61)
Tourism 17(14) Tourism 21 (13-34)
Tourists from endemic zone 14(11) Tourists from endemic zone na
Business in endenuic zone 11(9) Business in endemic zone 25(11-81)
Expatriate (N Expatriate 832(377-1189)
Military 4(3) Military 18 (3-56)
Humanitarian 3(2) Humanitarian 95 (22-na)
Cryptic malaria 1(1) Cryptic malaria na
Unknown 3(2) Unknown 18 (16-na)
Time of illness hefore treatment by AS in days, 123
Median (Q1-Q3) 4(2-3)
Clinical data, n (%)
Temperature = 40°C 118 9(8) Temperature (°C) 39(39-40)
Pulse rate = 115/mn 102 3029 Pulse rate (b/mn) 104 (90-118)
Weight = 130kg 121 1(D) Weight (kg) 72 (61-81)
Severe malaria criteria at D0, n (%)
Neurological impairment (any signs) 123 54 (44)
Lethargy 123 46 (37)
Confusion 123 39 (32)
Multiple comvulsion (=2 episodes/24h) 123 1(1)
GCS =11 113 16 (14) GCS 15 (14-15)
Respiratory distress (any signs) 123 14 (11)
Respiratory rate > 32/mn 63 914 Respiratory rate (cycles/mn) 20 (18-28)
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Crackles 85 9(11) Pa0?2 (mmHg)" 90 (83-107)
Pulmonary infiltrates (chest x-ray) 112 1(1) PcO2 (mmHg)* . 34 (31-37)
Pa02 = 60 mmHg 115 13 (1D Fi02 > 21% (mechanical ventilation)’ 8(10

Sp02 <91% 98 33 Sp0O2 (%) 97 (96-99)

Cardiocirculatory impairment (any signs) 123 25(20)

Shock (systolic blood pressure < 80 mmHg) 102 9(9 Sbp (mmHg) 110 (92-125
Peripheral signs of hypotension§ 114 3(3) Dbp (mmHg) 64 (33-72)
Vasopressor supportive drug 112 10(9)

Spontaneous bleeding 123 1)

Purpuric lesions 113 2(2)

Macroscopic hemoglobinuria 123 17 (14) .

Jaundice and/or bilirubin > 50 pmel/l 122 66 (54) Taotal hilirubin (pmol1)® 50 (26-81)
Splenomegaly 110 14 (13) SGPT (Ul-'l)ei 47 (29-83)
Splenectony 113 0 SGOT (ULT) 66 (37-103)

GGT (UL 65 (39-111)
PAL (UINY 80 (63-121)
Anemia (Hb < 7 g/dl or hematocrit < 20%) 123 4(3) Hemoglobin (g/dl)*’ 12 (11-14)
Hematoerit (%) ‘ 36 (30-41)
Platelets count x 10°cells/1” . 42 (25-66)
Leukocytes count x 10°cells/ 1™ 6(4-8)

Hypoglycemia (glucose < 2.2 mmal1) 123 7 (6) Glycemia (mmol)** 6(5-7)

Acidosis 120 14 (12)

Plasma bicarbonate < 15 mmol/1 91 9 (10) Plasma bicarbonate 22 (19-24)
Acidemuia pH = 7.35 69 10(15) Acidenua (pH) 74(7.4-7.5)

Renal impairment 123
Creatinine = 120 pmol/l 122 35(26) Serum creatinine (pmol/1)’ 99 (75-143)
Creatimine > 265 pmol/l and/or blood urea > | 123 16 (13) Blood urea (1mn01:’1)6 7(3-12)
17 mmol/1

29
Hyperlactatemia (arterial lactate = 1.§ mmol/l) 120 58 (48) Plasma lactate (mmﬂl-"l]h 2(24)
Hyperparasitemia (> 4%) 122 77 (63) Parasitemia (% of infected red blood cells) 7(2-11)
Hyperparasiterma > 10% 3327
Ward of AS prescription, n (%) 123
Intensive care unit (ICU) 67 (33
Infectious disease/internal medicine unit 24 (20)
Emergency unit 22(18)
Unknown 10(8)
First-line treatment for the current SM episode, | 123
n (%)
AS first 72 (59)
Other treatment before AS 51 (41)
Quinine 37
AtovaquonetPG 6
Artemether+Lumefantrine 3
Mefloquine 4
Other: ceftriaxone 1
Treatment by AS, median (Q1-Q3)
Median treatment length in days 112 2(2-3)
Median number of doses for each patient 109 5(4-3)
Median total doses (mg) 109 824 (600-990)
Issue, n (%) 123
Death 6(3)
Length of stay in days, median (Q1-Q3)
ICU 114 1(0-4)
Hospatal 103 6(4-8)
AS Post treatment 123 AS Post treatment used N
Yes 89 (72) Artemethert+Hlumefantrine 58
30
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No
Unknown

18 (13)
16 (13)

Atovaquone+PG
DHApiperaquine
Quinine IV

27
3
1

476
477
478
479
430

481

482

483

N: number of patients for whom data or qualitative mformation were available, na: not available, AS: artesunate, VFR: visiting friends and
relatives, GCS: Glasgow Coma Scale, Sbp: systolic blood pressure, Dbp: diastolic blood pressure, Q: quartile, ICU: intensive care umt, SM
severe malaria, §: peripherals signs of hypotension with PAS > 80 mmHg

IN=106, 2N=61, *N=84, *N=98 *N=105, "N=101, 'N=99, *N=94, *N=u1, ’N=116, !'N=88, ’N=114, PN=109, N=85, PN=83.
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Figure 1. Observational study flow chart and anemia flow chart. Clinical and biological
mformation for 39 patients could not be retrieved after day (D) 8. 78 patients had enough
mformation, clinical (in medical chart) and/or biological, to fulfill anemia definition criteria

for classification. AS: artesunate.

Figure 2a. Nadir of hemoglobin (Hb) during sequential periods of time and last level of
hemaoglobin available for patients (N=78). Level of hemoglobin 1s represented by red circles

for the delayed onset hemolysis group (PADH) and black circles for all other patterns of

anemia. Dotted lines represent hemoglobin level thresholds of & or 7 g/dl. D: day.

Figure 2b. Tvpical features of FPADH-pattern hemolysis and anemia (21 patients). Mean
(SEM) blood hemoglobin level (dg/l) (red circle), blood reticulocyte count (Giga/l) (red
empty cirele), mean (SEM) plasma LDH/10 (IU/1) (black empty triangle) and haptoglobin (x
15, g/l) (black square) levels m the same subgroup at DO, D2+/-1, D7+/-2, D14+/-3, D21+/-3,
D28+/-3. Drop of hemoglobin during late hemolytic anemia occurs during the second and
third weeks with the reappearance of markers of hemolysis (drop of haptoglobin and rise of
LDH) at the same time. Reticulocyte regeneration occurs during the third week and 1s delayed

regarding the other patterns of anemia. Usually 1t occurs during the second week (not shown).
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| 132 Files registered |

1 treated twice

| 131 patients

128 patients

treated with artesunate

1 file not available

1 ultimately treated with
quinine

1 died on admission before

AS

123 patients

treated with artesunate
for a severe attack due to
Plasmodium falciparum

4 with uncomplicated
malaria

1 with severe attack
due to Plasmodium ovale

6 died (4.9%)

117 survivors

78 followed for
more than 8 days

39 lost to follow-up after
D8

2 never anemic (3%)

No transfusion

4 with “Complex*”
pattern (5%) Transfusion
Before D8: 1, After D8: 0

!

l

35
with “Rising*”
pattern (45%)

21

16

with “PADH*” with “Persistent*”

pattern (27%)

pattern (21%)

Transfusion Transfusion Transfusion
Before D8: 6 Before D8: 2 Before D8: 6
After D8: 3 After D8: 1 After D8: 1

(*) See M and M’s part for definition

Figure 1.
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4.3 Article : “Postartesunate delayed hemolysis is a predictable event related to the

lifesaving effect of artemisinins” (article publié)

Plenary Paper

RED CELLS, IRON, AND ERYTHROPOIESIS

Postartesunate delayed hemolysis is a predictable event related to the
lifesaving effect of artemisinins

Stéphane Jauréguiberry,”® Papa A. Ndour,? Camille Roussel,? Flavie Ader,* Innocent Safeukui,® Marie Nguyen,®
Sylvestre Biligui,? Liliane Ciceron,” Qussama Mouri,? Eric Kendjo,?® Frangois Bricaire,” Muriel Vray,” Adéla Angoulvant,®
Julien Mayaux,® Kasturi Haldar,® Dominique Mazier,®* Martin Danis,?* Eric Caumes,' Marc Thellier,>* Pierre Buffet, 2*1°
and the French Artesunate Working Group

'Assistance Publique-Hépitaux de Paris, Hépital Pitié-Salpétriere, Service des Maladies Infectieuses et Médecine Tropicale, Paris, France; “Centre
d'Immunoclogie et des Maladies Infectieuses de Paris, U 1135 INSERM/Université Pierre et Marie Curie - Paris 6, Paris, France; Centre Mational de
Référence du Paludisme-site Pitié Salpétriére, Paris, France; “Assistance Publique — Hopitaux de Paris, Hopital Pitié-Salpétriére, Service de Parasitologie,
Paiis, France; ®Center for Rare and Neglected Diseases, University of Notre Dame, Notre Dame, IN; ®Institut Pasteur, Plate-forme de Cytométrie,
Imagopole, Paris, France; “Institut Pasteur, Unité d'Epidémiologie des Maladies Emergentes, Paris, France; ®Assistance Publique — Hépitaux de Paris,
Hopital de Bicétre, Service de Parasitologie, Paris, France; *Assistance Publique — Hopitaux de Paris, Hépital Pitié-Salpétriére, Service de Réanimation
Médicale, Paris, France; and '’Laboratory of Excellence GRex

m Patients with severe malaria treated with artesunate sometimes experience a delayed

hemolytic episode. Artesunate (AS) induces pitting, a splenic process whereby dead

» After being killed by
artesunate, malaria parasites
are expelled from red cells
and then these pitted red cells
reenter the circulation.

* When many pitted red cells
are produced during therapy,
their delayed clearance a few
weeks later triggers hemolytic
episodes.

parasites are expelled from their hosterythrocytes. These once-infected erythrocytes
then return to the circulation. We analyzed hematologic parameters in 123 travelers
treated with AS for severe malaria. Among 60 nontransfused patients observed for
more than 8 days, 13 (22%) had delayed hemolysis. The peak concentration of
circulating once-infected erythrocytes was measured during the first week in 21
patients and was significantly higher in 9 patients with delayed hemolysis than in 12
with other patterns of anemia (0.30 vs 0.07; P = .0001). The threshold of 180 million
once-infected erythrocytes per liter discriminated patients with delayed hemolysis
with B9% sensitivity and 83% specificity. Once-infected erythrocyte morphology
analyzed by using ImageStream in 4 patients showed an 8.9% reduction in their
projected area, an alteration likely contributing to their shorter lifespan. Delayed
clearance of infected erythrocytes spared by pitting during AS treatmentis an original
mechanism of hemolytic anemia. Our findings consolidate a disease framework for posttreatment anemia in malaria in which
delayed hemolysis is a new entity. The early concentration of once-infected erythrocytes is a solid candidate marker to predict
post-AS delayed hemolysis (Blood. 2014;124(2):167-175)

Introduction

Parenteral artesunate (AS) is the first-line treatment for severe malaria
worldwide. !

Compared with quinine, AS further reduces mortality

.

resulting from severe malaria by 22.5% to 35% * and induces fewer
adverse cardiac events or hypoglycemic episodes.”® However, delayed
anemic episodes were recently reported in 20% to 25% of ravelers with
severe malaria treated with AS,M2 a high, and possibly overestimated,

proportion. All of these patients survived, but 60% of them required
transfusions.*'> Hence, although 1t does not jeopardize the hfesaving
effect of AS, post-AS anemia does complicate patient management.
Furthermore, being currently unpredictable, this delayed post-AS
hemolysis and anemia require close monitoring for all patients with
severe malaria treated with AS, although it will occur in only 20% to
25% of them. It may also negatively affect the clinical utility of AS,

particularly in medically underserved endemic areas, and it creates
preapproval regulatory concems in nonendemic countries. Because both
of these potentialities might threaten the control of malaria-induced
mortality, it is crucial o understand the mechanisms of post-AS
anemia and to identify an early predictive marker to optimize
patient follow-up.'?

Although AS can cause reversible bone marrow t]r:[:l’t-,.~a.~51ur|,l'1
transient dyserythropoiesis probably contnibutes only mildly to post-AS
anemia. Mostepisodes have included a marked extravascular hemolysis
component with high lactate dehydrogenase (LDH) and low plasma
haptoglobin.®'* Conversely, intense, acute intravascular hemolysis (as
in blackwater fever) has been equally infrequent in quinine- and in AS-
treated patients.” The search for conventional causes or markers of
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immune-mediated or drug-induced hemolytic anemia, such as glucose-
6-phosphate dehydrogenase deficiency or the direct antiglobulin test,
has been generally inconclusive so far.*”'* Post-AS delayed hemolysis
(PADH) has attracted attention because it often occurs well after
resolution of malaria-related symptoms and at least several days
after complete parasite clearance.® Erythrocyte loss during post-AS
hemolysis is therefore not directly related to active infection or to the
presence of parasites. Typical delayed episodes are defined by
a greater than 10% decline in hemoglobin levels associated with
markers of hemolysis occurring more than 7 days after the initiation
of treatment.'? Their incidence is significantly higher in AS- than in
quinine-treated patients.”

Because PADH is AS related.” its mechanism may be linked to
a specific effect of the attemisinin class of drugs. The rapid parasite
clearing action of AS is based on pitting,'™" a process whereby
artemisinin-exposed rings are expelled from their host erythrocytes in
the spleen. The erythrocytes then reseal rather than lyse.™' As
a mechanism of microbial clearance, pitting is unique because itinitially
spares the host cell.”" After being pitted, once-infected erythroeytes
reenter the circulation, now parasite free but with a reduced
lifespan.'®'7'® Thus, although pitting initially spares ring-hosting
erythrocytes, this positive effect is not sustained.'® The delayed
clearance of once-infected erythrocyles would explain major
features of PADH, specifically the syndrome’s delayed occurrence
in parasitologically cured patients and the observed hemolytic profile.

The major goal of this study was to assess the potential link
between the clearance of once-infected erythrocytes and PADH.

Materials and methods

General description of the program

This program is a prospective analysis of clinical and hematologic characteristics
in patients receiving AS through an existing AS surveillance process in France.

Patient surveillance program and treatment

Intravenous AS has been available in France since May 2011 as part of a named-
patient program for patients with imported severe malaria. Quinine remains
available for treatment of severe malaria; it is still used according to standard
procedures in approximately 40% of patients. AS (vial of 60 mg of powder and
solvent: Guilin Laboratories, Shanghai, China) was stocked and then released in
real time by pharmacists in hospitals that participated in the named-patient
program upon receipt of forms completed by atending physicians that confirmed
the presence of at least one criterion of severe malaria in patients with proven
Plasmodium falcipariom infection. AS was administered in the next few hours
from the local stock. A post hoe control for the accuracy of the indication was
performed on the next working day by the National Agency of Medicine and
Health Product Safety (ANSM [L’ Agence nationale de sécurité du médicament et
des produits de santé]) based on the form filled out by the attending physician.*'
Forms, data, and samples from all patients were collected in the setting of an
observational program (called here the “named-patient program™) imple-
mented by the National Reference Center for Malaria (CNR [Centre
National de Référence]), on the behalf of the ANSM. The Ile de France II
Institutional Review Board has approved this approach as a non-research
process (Article L1121-1 of the French Code for Public Health) embedded in
the surveillance missions of the CNR, officially empowered to collect
information and biological samples (Article L1413-5 of the French Law
No. 2004-806 9th of August 2004-http:/fwww legifrance.gouv frifaffichTexte.
do?cidTexte=JORFTEXTO00025055544&date Texte =& categorieLien=id).

Patients provided consent according to a procedure common to all French
National Reference Centers (http:/www.legifrance.gouv.fi/affich Texte.do?
cidTexte =JORFTEXTO000008 100568 date 20 Texte=). The analysis of
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French named-patient program 2011-2013

Intravenous artesunate for 123 patients with severe malaria

»L«—J

75 patients followed for
more than 8 days

}—| 15 transfused at least once ‘

60 followed beyond D8

and never transfused 2 never anemic (3.3%)
16 with ‘Complex’ pattern (26.7%)

19 with 10 with 13 with
‘Rising’ ‘Persistent’ ‘PADH’
pattern (31.7%) pattern (16.7%) pattern (21.7%)

i ' i
‘ Pitting data ‘ ‘ Pitting data ‘ ‘ Pitting data ‘
available in 5 available in 7 available in 3

Figure 1. Program flowchart. Named-patient program 2011-2013; 123 patients
with severe malaria treated with artesunate. D, day.

pre- and posttreatment forms was completed by a proactive review of medical
charts by the CNR team. Laboratory parameters were retrieved by phoning or
e-mailing health care providers directly. The sudy was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki.

Case definitions

‘Within the setting of the French AS surveillance program, we selected patients
who had received both an appropriate initial clinical evaluation at day 0 and
follow-up that included the analysis of two sets of laboratory parameters, both
before and after day 8. Selected clinical and biological criteria relevant w
the diagnosis of severe malaria (as previously defined) were retrieved. ™ Briefly,
asevere case was defined by a positive blood smear with asexual parasite forms of
P falciparum associated with at least 1 of the following criteria of severity:
neurologic impairment (lethargy, confusion, multiple convulsions, and/or coma
[with Glasgow coma scale]),** respiratory distress, cardiocirculatory impair-
ment, spontaneous bleeding, purpuric lesions, macroscopic hemoglobinuria,
jaundice and/or plasma bilirubin =50 pmol/L, hypoglycemia (glucose
< 2.2mmol/L), acidosis (plasma bicarbonate <15 mmol/L and/or acidemia
pH <7.35), hyperlactaternia (arterial lactate > 1.8 mmol/L), renal impair-
ment, anemia (hemoglobin <7 g/dL. or hematocrit <<20%), or hyper-
parasitemia (>4% parasitized red cells).

Anemia was defined as blood hemoglobin below 12 g/dL for females and
13g/dL for males. Hemolysis was defined as plasma haptoglobin below 0.1 g/L.,
and/or plasma LDH above 390 IU/L. For an accurate interpretation of the
patterns and mechanisms of anemia, transfused patients were excluded from
the analysis. We defined 4 patterns of anemia based on previous proposals
including a median follow up of 28 days interquartile range (Q1-Q3 = 2510
31).%%12 The “rising” pattern was defined by a nadirof hemoglobin and a peak
of hemolysis occurring before day 8 without positive markers of hemolysis
fromday 8 to the end of follow-up. The delayed “PADH” pattern was defined
by a>=10% drop in hemoglobin level ora >10% rise in LDH concentrations
occurring anytime between day 8 and the end of follow-up. The “persistent”
pattern was defined by the presence of anemia and positive hemolysis markers
both before and after day 8 and a pattern not fiting the definition of PADH
patterns. All other cases of anemia that lacked information or that did not fit
any of the 3 previously defined patterns so they could be strietly classified into
one of them were defined as “complex™ pattern. The complex group (16
patients; Figure 1) was excluded from further analyses.

Sample collection

Small blood samples from guinine- and AS-treated patients were retrieved
following collection in the setting of medical care at day 0, day 2 * 1, day
7+ 2.day 14+ 3,day21 = 3, and day 28 = 3 per the recommendations of
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the French High Committee for Public Health and ANSM.*"* These samples
were routinely analyzed by attending teams for hemoglobin, reticulocyte
count, total bilirubin, glucose, plasma bicarbonate, lactate, plasma creatinine,
blood urea nitrogen, LDH, haptoglobin, and parasitemia.

Parasite clearance and pitting rates

Parasite clearance and pitting rates were determined for AS-treated
patients and for a subset of quinine-treated patients (when available) as
a control group. For homogeneity, the kinetics of parasitemia were ex-
pressed in all patients as a proportion of the initial parasitemia (number of
infected erythrocytes/number of infected erythrocytes at day 0 > 100).
The kinetics of once-infected erythrocytes (pitting rate) were expressed
similarly, after normalization againstinitial parasitemia (number of once-
infected erythrocytes/number of infected erythrocytes at day 0 > 100).
Once-infected erythrocytes were quantified by conventional fluorescence
microscopy and flow cytometry using erythrocyte membrane immuno-
fluorescence and Hoechst staining. Immunofluorescent assay (IFA) slides
were prepared as previously described.'® Briefly, erythrocytes were
washed with tris(hydroxymethyljaminomethane (Tris)}-buffered Hanks
solution, deposited in IFA slide wells previously coated with coating
buffer, washed, fixed in a 1% glutaraldehyde solution in phosphate-
buffered saline (PBS), and then frozen until use. Erythrocytes fixed in IFA
wells were stained by using an African polyclonal hyperimmune serum
(from Dr. David, Institute Pasteur, Paris, France) and a goat anti-human
immunoglobulin G coupled with Alexa-Fluor 488 (Life Technologies,
Saint Aubin, France) as a secondary antibody, as previously described,
and Hoechst dye for parasite DN A detection.'”?® Images were acquired
by using a Leica DMI3000 microscope and Leicacamera (Leica Microsystemes
SAS, Nanterre, France). Parasitemia and concentrations of once-infected
erythrocytes were alsoassessed by flow cytometry (Accuri C6, BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France). Briefly, samples were fixed as above with PBS and
1% glutaraldehyde and incubated with the polyclonal hyperimmune serum at 1:
10 in a suspension of PBS 1% AlbuMAX 11 (Life Technologies) after
permeation with Triton X-100(Sigma- Aldrich). Samples were then washed and
incubated with secondary antibody (goat anti-human immunoglobulin G
coupled with Alexa-Fluor 568 [Life Technologies] and SYBR green [Life
Technologies]) for DNA labeling before analysis. For each patient, 1 o 3
samples were collected during the first week of treatment and analyzed to assess
early concentrations of once-infected erythrocytes.

Erythrocyte dimension

Fluorescence flow microscopy using ImageStream technology (Inspire
v4.0 and Ideas v4.0, Amnis Corporation, Seattle, WA) was performed
to determine the projected surface area of erythrocytes by using bright
filter images processed with Ideas software (Ideas v4.0), as previously
described *"** Infected, once-infected, and uninfected erythrocytes were
identified by combining membrane- and DNA-staining methods as described
for flow cytometry (SYBR green was replaced by Hoechst for DNA staining ).
Projected surface area was determined for infected, once-infected, and never-
infected erythrocytes. The percentage of reduced projected surface area of
infected erythrocytes or once-infected ery throcytes compared with uninfected
erythrocytes from the same sample was then calculated by using the formula
{1-[median values of projected surface area of infected erythrocytes oronce-
infected erythrocytes /median values of projected surface area of uninfected
erythrocytes] X 100).

Statistical analysis

Demographic, clinical, and laboratory variables were evaluated. Quanti-
tative variables were expressed as the median and interquartile ranges orby
the mean with standard error of the mean when appropriate. Qualitative
variables were expressed as percentages. Differences among the anemia
patterns were analyzed with the Fisher’s exact test for categorical variables
and the Kruskal-Wallis test for continuous variables. When a significant
difference was detected among the patterns, two-by-two comparisons were
performed, applying the Bonferroni correction. Statistical analyses were
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performed by using SPSS software, version 20 for Windows. All reported
P values are two-tailed.

Results

From May 2011 through June 2013, 123 patients were involved in
our surveillance program, of whom 75 could be observed for more
than 8 days.

PADH occurred in 21% of analyzable patients

In 60 patients without transfusion and with follow-up biological
data beyond day 8. the rising, persistent, and PADH patterns were
observed in 32% (19 of 60), 17% (10 of 60), and 22% (13 of 60) of
patients, respectively (Figure 1). The rising pattern was character-
ized by a 21% decline in red blood cell (RBC) hemoglobin levels
with marked hemolysis until day 4. Blood reticulocyte count then
increased, and RBC hemoglobin levels rose to 109% of pretreat-
ment values at day 28 (Figure 2). The persistent pattern was char-
acterized by a 17% decline in plasma hemoglobin levels until day 4.
associated with moderate hemolysis. Beyond day 8, mean hemoglo-
bin levels rose at arate of 5% per week. Hemolysis persisted until
day 28 (Figure 2). The PADH pattern was characterized by a 16%
mean decline in hemoglobin levels until day 4 (Figure 2A3), then
stabilization, and finally a 12% renewed decline between day 7
and day 14, with this drop being accompanied by relapsing
hemolysis. Comparative analysis of demographic, clinical, and
laboratory features in the different patterns showed that PADH
patients had the highest median parasitemia on admission: 8% vs
3.9% and 2.4% for the persistent and rising anemia patterns,
respectively (Table 1). The proportion of patients with hyper-
parasitemia was higher in the PADH group (92%; 12) than in the
rising (37%; T)or persistent (50%; 5) groups (P = .006 for Fisher
exact test among the 3 groups).

Pitting rates were higher in AS-treated travelers than in
quinine-treated travelers

The kinetics of once-infected erythrocytes was established in 11
quinine-treated and 16 AS-treated patients with severe malaria
(Figure 3A). At day 3, the mean concentration of once-infected
erythrocytes was significantly higher in AS-treated patients (78%
vs 15% of initial parasitemia in AS-treated and quinine-treated
patients, respectively; P = .01 for Mann-Whitney U test). A wide
range of pitting rates (10% to 160% at day 3: Figure 3A) was
observed in AS-treated patients.

PADH is related to pitting

The kinetics of once-infected erythrocytes could be established
before and after day 8 in 5, 7, and 9 patients with rising, persistent,
and PADH patterns of anemia, respectively (for whom at least two
blood samples were received in a imely manner by the central
laboratory for this specialized analysis). The number of once-infected
erythrocytes peaked before day 8 in all patients: in 1 2onday 2 + 1 and
in9onday 7 *+ 2. In patients with PADH, the number of circulating
once-infected erythrocytes and hemoglobin levels declined simulta-
neously during the second and/or third weeks afler initiation of AS
(Figures 2A3 and 3B). The peak pitling rate (normalized against
initial parasitemia) was higher than 45% in 100% and 47% of samples
from patients with PADH and non-PADH patterns of anemia,
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Figure 2. Three typical patterns of posttreatment anemia in 42 nontransfused patients with severe malaria treated with AS and monitored for more than 8 days.
(A1-A3). Mean and standard error of the mean {SEM; vertical bars) of (solid red circles) bloed hemoglobin level and (empty red circles) bloed reticulocyte count per 10 g/l on
day 0, day2 + 1,day 7 = 2, day 14 = 3, day 21 + 3, and day 28 + 3 in subgroups of patients categorized accerding to their evolution pattern as (A1) rising, (A2) persistent, or
(A3) PADH, as defined in the “Materials and methods” section. At least 2 samples were collected before and after day 8 in each patient. (B1-83) Mean and SEM of (solid black
diamends) plasma LDH 10 IU/L and (solid grey squares) haptoglobin levels (<15 g/L} in the same subgroups. The blood hemoglobin level was normalized against the
hemoglobin level on day 0. The delayed drop in hemoglobin levels in patients with PADH is indicated by a black arrow.

respectively (Figure 4B). During the first week afier initiation of

therapy, the concentration of circulating once-infected erythrocytes
(in billions of cells per liter) was significantly higher in patients with
PADH than in those with other patterns of anemia (0.30 vs 0.07;
P = .0001 for Mann-Whitney U test). Indeed, in samples col-
lected between day 2 and day 8, this concentration was higher than
0.18 g/L in all PADH patients except 1 (8 of 9 patients; 15 of 16
samples) and lower than this threshold in all patients with non-
PADH patterns except 2 (2 of 12 patients; 2 of 19 samples)
(Figure 4C). In patients with PADH, the mean peak in once-

infected erythrocytes was 7.93% (range, 1.6% to 17.5%) of

circulating RBCs.

Once-infected erythrocytes are smaller than uninfected
erythrocytes in AS-treated patients

Upon treatment initiation, assuming that the fixation-permeation
process used to label RBCs induces similar modifications on the
different RBC subpopulations processed in the same way in the
same sample, the mean reduction in projected surface area of para-
sitized erythrocytes compared with uninfected erythrocytes (ie,
erythrocytes that had never been infected) was 3% (range, 1.7% to
4.5%: 4 patients; Figure 3D). At day 3 = 1 after initiation of therapy,
the mean reductionin projected surface of once-infected erythrocy tes
again compared with uninfected erythrocytes (ie, erythrocytes that

had never been infected) in the same sample, was 8.9% (range, 4.6%
1o 12.5%; 4 patients; Figure 3D).

Discussion

In this study, we linked typical PADH events to the delayed loss of
once-infected erythrocytes. Compared with patients with other
patterns of anemia, those with PADH indeed had a higher peak
concentration of circulating once-infected erythrocyltes; this con-
centration then declined a few weeks later as PADH developed. In
keeping with this observation, the level of once-infected erythrocytes
circulating during the first week of follow-up was the best predictor
of subsequent PADH. Thus, circulating infected erythrocytes spared
by pitting during AS treatment were subsequently cleared a few days
or weeks later, a process that contributed to PADH. This observation
is in line with the hemolytic component of PADH and with 1ts
occurrence in asymptomatic, parasite-free patients a few weeks afler
effective treatment. The link between pitting and PADH is also
consistent with the occurrence of typical episodes in patients treated
with artemisinin but not in those treated with quinine.” Pitting rates
are indeed generally high in AS-treated patients and low in quinine-
treated patients (Figure 3).'""'¥ PADH is thus related to the original
cellular mechanism (pitting) that contributes to the superior efficacy
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of patients with 3 typical patterns of post-AS anemia
Rising pattern Persistent PADH pattern
n=19 pattern n = 10 n=13
Characteristic No. %o No. %o No. %o P
Male gender 12 63 8 80 7 54 A6
Median (IQR) age, years 38 (21-49) 39 (25-47) 42 (34-53) .58
Area of birth 48
Africa 13 68 5} 60 6 46
Europe and North America 5 26 4 40 T 54
South and Central America 1 5 0 0 0 0
Asia 0 0 0 0 0 0
Median (IQR) time of iliness before AS, days 4 (3-5) 4 (3-9) 4 (34) 65
Selected severe malaria criteria at day 0
Neurologic impairment (any signs) B 42 4 40 4 a1 B4
Al least lethargy, confusion, multiple convulsion 4 21 0 0 0 0 13
coma Glasgow Scale =11
Respiratary distress (any signs) 1] 1] 0 1] 1 8 54
Al least respiratory frequency =32/mn, crackles,
pulmanary infiltrates (chest x-ray), PaQ2
<60 mmHg, Sp02 <91%
Cardiocirculatory impairment (any signs) 3 16 1 10 4 3 53
Al least shock (systolic blood pressure
=80 mmHg), peripheral signs of hypotension*
Vasopressive supportive drug 1] 1] 0 1] 1] 1]
Spontaneous bleeding 0 0 0 ] ] ]
Purpuric lesions 0 0 0 1] 1] 0
Macroscopic hemoglobinuria 3 16 1 10 0 0 .33
Jaundice and’or bilirubin =50 pmolL 9 47 7 70 7 54 57
Hypoglycemia (glucose <2.2 mmol/L) 0 0 0 0 1 8 54
Acidosis {any signs) 1 5 0 0 0 0 1.00
Al least plasma bicarbonate <15 mmollL, acidemia
pH <7.35
Hyperlactaternia (arterial lactate =1.8 mmol'L) 4 21 2 20 T 54 12
Renal impairment
Creatining =120 pmal/L 3 16 0 1] 2 15 .87
Creatinine =265 pmol/L and/or blood 2 11 0 0 0 0 .49
urea nitrogen =17 mmolL
Anemia (Hb <7 gfdL or hematocrit <20%) 1] 1] 0 1] 1] 0
Median (IQR) hemoglobin at day 0 (g/dL) 11.4 (10-13) 11.8 (11-14) 136 (12-15) 019t
Median (IQR) nadir of hemoglobin before day 8 (g/dL) 9.0 (7-11) 9.4 (9-12) 11.2 (10-13) 0041
Median (IQR) loss of hemoglobin between day 0 and the 23 (1-3) 1.9 (1-3) 2.3 (2-3) a1
day of the nadir before day 8 (g/dL)
Median RPI 1.1 (1-1.4)% 15 (1-2) 16 (1-39 1
Hyperparasitemia (>4%) 7 37 5 50 12 02 0064
Median (IQR) parasitemia at day 0 (% of infected 24 (04-7) 3904128 8.0 (6-14) 013t
red blood cells)
Total dose of AS (mg)
Median (IQR) total dose 755 (540-1020) 844 (577-970) 800 (603-925) 82
Complementary qualitative features when available
DAT +/DAT realized 0 1 1™ 2 1 att
G6PD deficiency/GEPD realized 0 1 0 0 0 5
Abnormal Hb electrophoresis/Hb electrophoresis realized 1 24 0 1 1 4

Numbers shown in bold reach significance.

DAT, direct antiglobulin test; GEPD, glucose-6-phosphate dehydrogenase; Hb, hemoglobin; Ht, hematocrit; mn, minutes; Pa02, arterial partial pressure of oxygen; RPI,
reticulocyte production index, defined by [% Reticulocyte at peak x hematocrit value at nadir)/45] =[1/Corection factor]'®, SPo2, oxygen saturation.
“peripheral signs of hypotension with systolic blood pressure =80 mmHg.

th="7.
lin=6.
In=11.

tMann-Whitney U test, between pattems Rising and PADH

#Fisher exact test

**DAT + for 1gG.

TTDAT + for IgM.

FtMinor o thalassemia

*Sickle cell disease A/S hemoglobin.

of AS in malaria and does notsignificantly alter the positive impact of
AS in terms of mortality. PADH is indeed rarely (if ever) fatal and
is becoming predictable. Qur results should therefore encourage
programs and physicians to maintain the momentum for a rapid

implementation of this lifesaving therapeutic approach for severe

malaria worldwide.

Our approach has some limitations. First, the study was not
randomized. This is because, in the context of imported severe
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Figure 3. Pitting and surface area loss. (A) Quinine- vs AS-induced parasite clearance and pitting rates. Mean and SEM for (solid circles) parasitemia and concentration of
(open circles) once-infected erythrocytes (both normalized against parasitemia at day 0) in patients with severe malaria treated either with quinine (n = 11) or AS (n = 16). (B)
Concentration of circulating once-infected erythrocytes (billions of cells per liter) in patients with severe malaria treated with AS for whom posttreatment evolution of anemia
could be categorized as (solid red circles) PADH (9 patients) and (solid black squares) non-PADH (12 patients). (C) Population frequency of erythrocytes—uninfected
erythrocytes (UEs, yelow line; C2-C3), infected erythrocytes (iEs, blue line; C2), or once-infected erythrocytes (o-Es, orange line; C3)—according to the projected surface
areas (pm? estimated on the bright field picture after identifying erythrocyte subtype by using a combination of immunoflucrescent (IF) and Hoechst staining for parasite DNA.
Uninfected erythrocytes were IF- and DNA-negative, infected erythrocytes were both IF- and DNA-positive, and once-infected erythrocytes were |F-positive and DNA-
negative. Typical aspects are shown in panel C1. Samples were collected from the same patient at (C2) day 0 or (C3) day 4. At least 5000 infected or once-infected
erythrocytes and 100 000 never-infected erythrocytes were analyzed. (D) (open circles) Individual values and (open bars) mean projected surface of uninfected and infected
erythrocytes in samples from 4 patients on day 0 and of uninfected and once-infected erythrocytes from 4 patients on day 3 = 1. The lines connect 2 subpopulations analyzed
simultaneously in the same sample. The percentages indicate the mean decrease in projected surface area between uninfected and infected erythrocytes at day 0 or between

uninfected and once-infected erythrocytes at day 3 + 1.

malaria, 1t has generally been considered unethical to repeat AS vs
quinine trials already performed in endemic countries.” Second, our
conclusions are based on the analysis of a relatively limited number
of patients and samples. This weakness is compensated by the strong
statistical significance of differences observed between early con-
cenftrations of once-infected erythrocytes in the different patterns of
anemia (Figure 4). Our cohort is also the largest reported to date on
the safety of AS in the treatment of severe malaria in travelers that
includes the analysis of specific cellular parameters obtained be-
tween day 8 and day 28 after initiation of therapy, a demanding task.
Because deciphering the mechanisms of PADH requires a robust
analysis of the kinetics of erythrocyte subpopulations, we excluded
transfused patients. General efficacy and safety data from the whole
cohort, including transfused patients will be reported elsewhere.
Finally, although our data show a strong link between PADH and the
loss of once-infected erythrocytes, we cannot definitely exclude the
intervention of a complementary mechanism of hemolysis. In PADH
patients, the mean delayed decline in hemoglobin was 12% (Figure 2),

and the median peak concentration of once-infected erythrocytes was
7.93% (range, 1.6% to 17.5%) of circulating erythrocytes. These
numbers match reasonably well, but in some individuals, other sub-
populations of erythrocytes (that had never been infected) may have
been lost simultaneously. In malarial anermia occurring before anti-
malarial therapy, the loss of infected erythrocytes is accompanied by the
loss of uninfected erythrocytes.” A similar amplifying mechanism may
occur in PADH. Alternatively, the loss of once-infected erythrocyles
may have triggered a by standererythrocyteloss as in the positransfusion
hyperhemolysis Hyndrm‘nc,w'm In both cases, the precise amplifying
or bystander mechanism has not yet been established.
Once-infected erythrocytes are initially spared by pitting. Why
and how they are ultimately cleared a few weeks later remains to be
fully elucidated. PADH typically occurs 2 weeks after treatment
initiation. This 1s consistent with the intervention of an adaptive
immunologic process such as a specific humoral response targeted
against a potential alteration of once-infected erythrocyte surface.
However, to the best of our knowledge, no serum reactivity to AS-
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Figure 4. Parasitemia, pitting rate, concentration of once-infected erythrocytes, and the risk of evolution toward PADH or other patterns of post-AS anemia in
patients with severe malaria. (A) Individual values of parasitemia (as a percentage of infected erythrocytes) in patients with severe malaria treated with AS in whom
posttreatment evolution of anemia could be categorized as rising (19 patients), persistent (10 patients), or PADH (13 patients). The dotted line corresponds to the threshold of
4% parasitemia, which provides the best discrimination between PADH and other patterns of post-AS anemia. Percentages at the top of the panel are the proportion of
patients above this 4% threshold for each pattern of anemia. (B-C) Individual values of pitting rate (normalized against initial parasitemia (B]), and concentration of once-
infected erythrocytes (g/L [C]) in 35 samples from 21 patients with severe malaria treated with AS in whom posttreatment evelution of anemia could be categorized as rising,
persistent, or PADH. The dotted lines correspond to thresholds providing the best discrimination between PADH (9 patients) and other patterns of post-AS anemia (12
patients). Percentages at the top of the panel are the proportion of samples above this threshold of 45% pitting rate and above 0.18 billion once-infected erythrocytes per liter
for each pattern of anemia. (D) Graphic representation of the relative influences of parasitemia on admission, peak pitting rate, and peak concentration of once-infected
erythrocytes on the risk of evolution toward the different patterns of post-AS anemia. The concentration of circulating once-infected erythrocytes was computed by multiplying
parasitemia by the pitting rate. Patients with high initial parasitemia and a high pitting rate harbor a high cencentration of once-infected erythrocytes (upper right zone of the
panel) and are at high risk of intense PADH in the following days or weeks. On the basis of these markers, the risk of subsequent PADH can be predicted before the end of the
first week. The risk becomes significant when parasitemia on admission is above 4% and the peak pitting rate on days 2 through 8 is above 45%. On the basis of this data set
(panels A-C). a concentration of circulating once-infected erythrocytes on days 2 to 8 greater than 0.18 g/L discriminates patients with PADH from patients with other patterns
of anemia more effectively than do parasitemia or the peak pitting rate taken separately. This model also explains why delayed hemolysis has not been cbserved in severe

malaria patients treated with guinine, a compound that induces low pitting rates.

exposed parasitized erythrocytes has been observed to date (P.A.N.
and C.R. unpublished observations)."” This negative observation
does not definitively exclude the intervention of opsonization be-
cause antibodies may be very rapidly removed from the circulation
(with their pitted RBC target) by the activated post-malarial spleen.
Yet, of 72 children treated with AS in Gabon and Ghana for severe
malaria, 5 experienced delayed hemolysi
were high parasitemia on admission and younger age (median,

. associated risks factors

24 months).™ These features do not support the hypothesis of a hemo-
Iytic process strongly related to acquired immunity. More sensitive
explorations on a larger number of patients are required for a con-
clusion on this point. By using the ImageStream technology recently
adapted to analyze erythrocyte morphology.””**** we observed an
8.9% reduction in projected surface area of once-infected eryth-
rocyles compared with uninfected erythrocyles in the same sample.
A 17% surface loss immediately induces the mechanical retention
of erythrocytes in the spleen”™* We suspect that infection of
erythrocytes by P falciparum followed by pitting may have mimicked
premature aging, thus reducing the lifespan of once-infected eryth-
rocytes. The moderately reduced size of once-infected erythrocytes is
thus consistent with a premature, immune-independent mechanical
clearance afew days or weeks after AS administration. Analysisof this
marker in a larger group of patients is needed.

PADH has affected approximately 209% to 25% of travelers with
severe malaria®® and a smaller proportion of African children treated

with AS.*? If PADH is indeed caused by the delayed clearance of
once-infected erythrocytes, it is by definition linked to drug activity
(ie, piting that operates in a high proportion of AS-treated patients).
This model thus convincingly explains why the incidence of PADH
is higher than that of most idiosyncratic reactions to drugs
(Figure 3A). The inconstantoccurrence of PADH is also predicted by
the delayed loss of once-infected erythrocytes. High initial para-
sitemia and high pitting rates are indeed both required to generate a
sufficient volume of once-infected erythrocytes, the clearance of
which will trigger delayed anemia (Figure 4). Significant variations
in these parameters were observed across individuals (Figures 3A
and 4)**; for example, parasitemia was lower than 4% in 44% of
patients (18 of 43) whose anemia patterns were analyzed in detail
(Figure 4). In this nonhyperparasitemic subgroup, PADH was
infrequent (1 of 18; 6%). Pitting rates were also variable (Figure 4B) in
our study. This too had role to play because we observed that some
hyperparasitemic patients with low pitting rates did not have PADH.

Patterns of post-AS anemia other than PADH were frequent in
our study butl generally exposed patients to a threat more easily
manageable than that of PADH. Because the rising pattern of anemia
corresponded to an early hemolytic episode followed by a sustained
recovery without delayed anemia. the conventional follow-up
recommended by the World Health Organization (day 0, day 3,
day 7, day 28) was well suited for the detection of early com-
plications or late relapse of the malaria attack. This pattern has
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been observed in thousands of uncomplicated malaria cases in both
adults and children treated with artemisinin combined therapy.*>=®
Our observations also suggest that the persistent pattern may result
from a more complex overlap of mechanisms that comprise those
causing the 2 polar rising and PADH patterns (Figures 2 and 4).
A monophasic, accelerated clearance of normal or uninfected
erythrocytes has been observed in malaria patients in Thailand.*”
It lasts several weeks and is more intense in severe as compared
with uncomplicated malaria, thus fitting the character
persistent pattem. Either nonspecific splenic activation or decoration
of uninfected erythrocytes by P falciparum proteins such as RSP-2
and/or RAP-2 may induce this prolonged extravascular hemolysis, as

istics of the

. . . 730 4 s L .
already observed in quinine-treated patients.”>* Via the division of

post-AS anemia into distinct patterns and the quantification of once-
infected erythrocytes, we confirmed that PADH is a separate entity
related to a novel mechanism of anemia. Our findings markedly
strengthen anew disease framework for post-AS anemia and open
the way to the development of early predictive and prognosis
markers. We propose that the combination of 2 paramelters—initial
parasiternia and pitting rate—determine the number of once-infected
erythrocytes produced and the risk of PADH (Figure 4D). Although
no strongly predictive threshold of parasitemia could be identified,
aconcentration of once-infected erythrocytes greater than 180 million
cells per liter during the first week effectively discriminated PADH
from other patterns of post-AS anemia (Figure 4). Because the highest
concentrations of once-infected erythrocytes were observed between
day 3 and day 7, this marker should be a strong candidate for
providing an accurate prediction of subsequent PADH before
patients are discharged from the hospital. Currently, quantification of
once-infected erythrocytes can be performed via flow cytometry at
reference centers, buta point-of-care test should also be developed for
deployment in the field. The approach described here should
ultimately facilitate the management of patients treated with any
endoperoxide-containing antimalarial compound (including syn-
thetic trioxolane ozonide compounds) for a malaria attack with
initial parasitemia greater than 4%. The test would identify not
only patients who require very close follow-up during the 2 to
4 weeks following therapy but also those who are at low risk of
subsequent PADH and for whom the conventional World Health
Organization follow-up schedule (day 7 and day 28) would
suffice. This approach would ensure that all patients benefit from
more pertinent follow-up while reducing burdens on health care
systems.
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I'information.
Nationale

Programme Hospitalier de Recherche Clinique « Artémis » : soumis une premiéere fois en 2011 puis

resoumis en janvier 2012, il s’articulait étroitement avec le travail de thése et répondait aux
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demandes de I’ANSM et des décideurs politiques en santé. Il a été refusé par deux fois. Son objectif
principal se voulait d’estimer la mortalité sous traitement avec comparaison historique. Les objectifs
secondaires étaient de préciser la tolérance de ce nouveau médicament, de confirmer la corrélation
entre rigidité des globules rouges circulants et le pronostic, de déterminer s’il existe une corrélation
entre le taux de rétention des globules rouges parasités circulants in vitro et le pronostic, de
déterminer s’il existe une corrélation entre le taux de rétention des globules rouges non parasités
circulants in vitro et le pronostic, de déterminer in vivo et ex-vivo la vitesse de clairance et de pitting

aprés traitement par AS.
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4.5 Détails du marquage mis au point pour l'utilisation du CyflowSLOptics (mission
Kinshasa — DHART-avril, juin 2014)

Tube A : Marquage de I’ADN parasitaire (détermine la parasitémie)
1. Lavage PBS (1ml) 2 fois (spin 1800 tr/mn, 2 mn)

2. Fixation : 10 pl de RBC + 500 pl de Glutaraldehyde 1%, 30 secondes, mélanger doucement
3. Lavage PBS (1ml) 2 fois (spin 1800 tr/mn, 2 mn)

4. Marquage ADN : 10 pl de RBC + 0.1 ul de Sybr + 1 ml PBS Albumax1% ; ou prendre solution
reconstituée : 1 ml de solution (10 ml de PBSAlbumax1% + 1 ul de Sybr) + 10 pl de RBC, bien
mélanger, incubation 30mn a RT, a I'abri de la lumiere

5. Lavage PBS (1ml) 2 fois (spin 1800 tr/mn, 2 mn)

6. Transfert sur tube FACS 2 ml (250 pl de I’échantillon dans 1750 pl de PBS) = lecture facs

Tube B : Marguage protéine RESA (détermine la résamie)

1. Lavage PBS (1ml) 2 fois (spin 1800 tr/mn, 2 mn)

2. Fixation : 10 pl de RBC + 500 pl de Glutaraldehyde 1%, 30 secondes, mélanger doucement
3. Lavage PBS (1ml) 2 fois (spin 1800 tr/mn, 2 mn)

4. Phase Ac primaire.

[Diluer I'anticorps primaire au 1/20 (50 pl Acprim + 950 pl PBSAlbumax1%)]

+

[Triton 0.1% (1 pl for 1 ml)]

+

L’échantillon (10 ul de RBC) : incubation 30 mn, température ambiante, mélanger doucement, a
I"abri de la lumiere

5. Lavage PBS (1ml) 2 fois (spin 1800 tr/mn, 2 mn)
6. Phase Ac secondaire.

[1 ml PBSAlbumax1% + anticorps secondaire (I1gG Goat Ab-Alexa fluor 488) au 1/1000 (1 ul pour 1
ml)]

+

[Triton 0.1% (1 pl pour 1 ml)]

+
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I’échantillon (10 pl de RBC) : incubation 30 mn, température ambiante, mélanger doucement, a
I'abri de la lumiére

7. Lavage PBS (1ml) 2 fois (spin 1800 tr/mn, 2 mn)

8. Transfert sur tube FACS 2 ml (250 pl de I’échantillon dans 1750 ul de PBS) =¥ lecture facs

Exemple et sortie facs

File: Sybrrecn alone fes Date: 204320 Time: $4:26:00  Fartices: 100000 AtgTimes 775

el j
w— i \ ) ;
muf P 1000 T 1000 ] i Fle: Alpraalone fes Date: 21:03-2014 Time: 143405 Partiles: 100000 Acq. Time: 68
i ot s | oo 0y
: Of: 0.00% Q2:000%

A
! : 6.06%

1 oy e [} : r—rrrre
ot FLIWU 01000 (AN o0 10

i o 10 0 10
1 A2-

1 m
) w . .

Sybr, FL1 channel = Parasitemia AlexaFluor488, FL1 channel = Resamia

= [Pittemia] = [Resamia — Parasitemia]x100

La reconstruction de I'appareil (Kingasani juin 2014)
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Cytométrie en action (Kingasa
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