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RESUME

Le cancer du foie est le 6éme cancer le plus fréquent et le 2éme plus meurtrier dans le
monde. Au Cambodge, en raison du contexte historique et économique, les données précises
concernant cette pathologie manquent. A I'aide d’outils épidémiologiques, nous avons décrit les
caractéristiques de 553 patients atteints de cancer du foie a I’'h6pital Calmette a Phnom Penh, et
ainsi mis en évidence I'importance de l'infection par les virus des hépatites B et C chez les sujets
étudiés. Puis, nous avons documenté les connaissances de 42 de ces patients vis-a-vis de leur
maladie. Nous avons détaillé leurs itinéraires thérapeutiques, mis en évidences des pratiques a
risques (forte utilisation d’injections thérapeutiques et de techniques de dermabrasion), et le
recours fréquent a des médecines dites traditionnelles. Nous avons ensuite tenté de comprendre
les stratégies de prise en charge des patients souffrant de maladies hépatiques par les médecins
traditionnels, et mis en évidence la variété des remedes utilisés et I'importance de la perception
khmere des propriétés des plantes. Enfin, a I'aide d’'un modele in vitro de culture de cellules
cancéreuses hépatiques couplé a des outils d’analyse métabolomique, nous avons évalué 10
espéces médicinales, sélectionnées sur des critéres bibliographiques et de terrain, et tenté

d’identifier les composés potentiellement responsables de I'activité antiproliférative observée.

Mots-clés : activité antiproliférative ; Cambodge ; carcinome hépatocellulaire ; connaissance,
attitude, pratique ; dossiers médicaux ; ethnopharmacologie ; hepG2 ; hépatite B ; hépatite C;

médecine traditionnelle ; métabolomique ; phytochimie ; plantes médicinales ; tradipraticiens.
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1. LE CANCER DU FOIE : UN
ENJEU DE SANTE PUBLIQUE

1.1. Les différents types de cancer du foie

La classification internationale des maladies (ICD, International Classification of Diseases)

publiée par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) distingue les différents types de tumeurs

malignes du foie sur des critéres histologiques? :

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) (C22.0) touchant les hépatocytes

Le cholangiocarcinome (CCA) (C22.1) touchant les cellules des canaux biliaires intra-
hépatiques

L’hépatoblastome (C22.2) touchant des cellules embryonnaires du foie

L'angiosarcome du foie (C22.3) touchant des cellules des vaisseaux hépatiques

Les autres sarcomes du foie (C22.4)

Les autres carcinomes du foie précisés (C22.7)

Les tumeurs du foie, sans précision (C22.9)

Les tumeurs malignes secondaires (métastases) ont été classées dans une catégorie a part

(C78.7).

Dans la grande majorité des cas de cancers primitifs du foie, la forme histologique

prédominante est le carcinome hépatocellulaire (env. 85% des cas), et le cholangiocarcinome

(env. 15% des cas). Les autres cas de tumeurs malignes hépatiques sont considérés comme rares

(Amon et al. 2005).

I Informations extraites du site internet: http://apps.who.int/classifications/icd10/browse/2014/en
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Cependant, le nombre de cas de cholangiocarcinome varie grandement a I'échelle régionale.
Ainsi, il peut représenter de 5 a 90% des cas de cancers primitifs du foie dans certaines régions
du monde. Parmi celles-ci, la région de Pusan (Corée du Sud) et le district de Khon Kaen
(Thailande) sont particulierement touchées avec des taux respectifs de 20 et 90% (Shin et al.

2010).

1.2. Epidémiologie

Le cancer du foie est le 6™ cancer le plus fréquent et la 2°™¢ cause de décés par cancer
dans le monde (Ferlay et al. 2015). En 2012, les estimations portaient a 782 000 le nombre de
nouveaux cas et 745 000 le nombre de morts causés par le cancer du foie a I’échelon mondial

(Stewart and Wild 2014) (Figure 1 et 2).

Figure 1 : Estimation en 2012 du nombre de cas de cancer, tous ages et sexes
confondus a I’échelon mondial (extrait de Stewart and Wild, 2014)
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Figure 2 : Estimation en 2012 du nombre de déces par cancer, tous ages et
sexes confondus a I’échelon mondial (extrait de Stewart and Wild, 2014)

Les hommes représentent la population la plus touchée par le cancer du foie, puisqu’ils
sont 2 a 4 fois plus atteints par la maladie que les femmes (Bosch et al. 2004). A titre de
comparaison, en 2012, 70.9% des nouveaux cas de cancer du foie et 69.9% des cas de décés par

cancer du foie dans le monde touchaient le sexe masculin (Torre et al. 2015).

Le cancer du foie est principalement rencontré dans les pays du Sud, et plus
particulierement dans trois régions (Figure 3) :
e Asie de I'Est (Chine, Corée du Nord, Corée du Sud, Japon, Taiwan)
e Asie du Sud-Est (Birmanie, le Brunei, le Cambodge, I'Indonésie, le Laos, la Malaisie, les
Philippines, Singapour, la Thailande, le Timor Oriental, et le Vietnam)
e Afrique subsaharienne (regroupe 48 pays répartis sur le continent africain au sud du

sahara)
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Figure 3 : Taux d’incidence ajusté a I’age de cas de cancer du foie chez les hommes. Estimation de I’'année 2000
(extrait de Bosch et al., 2004)

Pres de 50% des nouveaux cas déclarés de cancer du foie dans le monde se trouvent en
Chine. Alors que I'Asie du Sud-Est arrive seconde en terme d’incidence avec 29.4% des cas de

cancer du foie (22.2% pour les hommes et 7.2% pour les femmes) (Torre et al. 2015).

La partie continentale de I'Asie du Sud-Est (Birmanie, Cambodge, Laos, Thailande, et
Vietnam) est particulierement exposée aux problémes du cancer du foie (Moore et al. 2010). En
2008, le cancer du foie représentait le 2™ cancer le plus fréquent et la 2°™¢ cause de décés par
cancer dans cette région. Le Cambodge, le Laos, la Thailande et le Vietham ont les taux
d’incidence et de mortalité les plus élevés des pays d’Asie du Sud-Est (Kimman et al. 2012).

Malheureusement, pour deux de ces quatre pays (Cambodge et Laos), aucune donnée nationale
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n’étant disponible, les chiffres reportés sont basés sur une estimation globale des données des

pays voisins?.

Selon Globocan?, le cancer du foie au Cambodge représente la premiére cause de déceés
par cancer tous sexes confondus, et le premier cancer le plus fréquent et le plus mortel chez les
hommes. Au Laos, le cancer du foie serait le premier cancer le plus fréquent et le plus mortel

toutes catégories de sexe et d’age confondues.

1.3. Principaux facteurs de risque

A I’échelle mondiale, I'infection chronique par les virus de I'hépatite B et le virus de
I’'hépatite C représentent les facteurs de risques prédominants du carcinome hépatocellulaire,
alors que l'infection par les parasites de la famille des Opisthorchiidae (Opisthorchis viverrini et
Clonorchis sinensis) sont les facteurs de risque majoritaire du cholangiocarcinome. Au total, pres
de 80% des cancers du foie dans le monde sont causés par I'un de ces quatre agents infectieux
(de Martel et al. 2012; Srivatanakul, Sriplung, and Deerasamee 2004).

D’autres facteurs de risque sont aussi responsables de I'apparition du cancer du foie, tel
qgue l'alcoolisme chronique, les aflatoxines, les composés N-nitrosés, I'obésité, le diabéte, les
pesticides, le thorotrast (produit de contraste utilisé en radiodiagnostic), la cigarette, les métaux
lourds, les contraceptifs oraux, et certaines maladies hépatiques : cirrhose, stéatohépatite non
alcoolique, hépatite auto-immune, cholangite sclérosante primitive, lithiase hépatique, maladie

de Wilson, etc. (Hamed and Ali 2013; Shin et al. 2010).

2 Informations extraites du site internet : http://globocan.iarc.fr

21



Introduction Générale / 1. Le cancer du foie : un enjeu de santé publique

1.3.1. Virus de I'hépatite Bet C

En Asie du Sud-Est, pres de 70% des cas de carcinomes hépatocellulaire seraient
attribuables aux infections chroniques par le virus de I'hépatite B et/ou de I’hépatite C. Plus
précisément, la part des carcinomes hépatocellulaires causée par le virus de I’hépatite B est
environ 1,5 fois plus importante que celle causée par le virus de I’hépatite C (Kimman et al. 2012;
Perz et al. 2006). Cela peut s’expliquer par la forte prévalence du virus de I’hépatite B (AgHbs =
8-12%) et une prévalence plus modérée du virus de I’hépatite C dans la région (Anti-VHC = 2-3%)
(Mohd Hanafiah et al. 2013; Sievert et al. 2011; Xeuatvongsa et al. 2014).

La transmission du virus de I’hépatite B fait intervenir différentes voies, dont la
transmission périnatale (mére a enfant) et la transmission horizontale chez les jeunes enfants
(exposition a du sang infecté) qui représentent les modes de transmission prédominants dans les
pays a forte endémicité (Gust 1996). Par ailleurs, d’autres modes de transmission sont aussi
possibles tels que : les pratiques a risque d’injections, les rapports sexuels, les actes médicaux,
chirurgicaux ou dentaires, les tatouages, I'utilisation de rasoir ou d’objets similaires contaminés
par du sang (Custer et al. 2004).

Les modes de transmission du virus de I’"hépatite C les plus fréquents sont I'injection de
drogue par voie intraveineuse, toutes les pratiques a risque d’injections (réutilisation et mauvaise
stérilisation du matériel d’injection), l'utilisation de matériel médical mal stérilisé, les
transfusions de sang et les pratiques de tatouage. Dans une moindre mesure, le virus de
I’'hépatite C peut également se transmettre de la meére a I’enfant, lors de rapports sexuels, lors
de rites de scarification, par la circoncision, I'acupuncture, le piercing, et lors de I'application de

ventouse (Shepard, Finelli, and Alter 2005; Sievert et al. 2011).

1.3.2. Opisthorchis viverrini

Deux types de parasites (Clonorchis sinensis et Opisthorchis viverrini) sont responsables
iti u i i ie. u is si i dmique 2
de I'apparition du cholangiocarcinome en Asie. Alors que Clonorchis sinensis est endémique a la

Chine du sud, la Corée et le Vietnam du nord, Opisthorchis viverrini est endémique au Cambodge,
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au Laos, a la Thailande et a la région centrale du Vietnam (Sithithaworn et al. 2012; Sripa et al.
2007). Selon le Centre International de Recherche contre le Cancer (CIRC), 6 millions de
personnes sont infectées par ce parasite en Thailande, 2 millions au Laos et 600 000 au Cambodge
(Figure 4) (IARC Working Group 2012). Ainsi, la région la plus touchée par l'infection a
Opisthorchis viverrini est le Nord-Est de la Thailande et en particulier la région de Khon Kaen, ou
de nombreuses études épidémiologiques ont permis de mettre en évidence le lien

entre 'infection a ce parasite et la survenue du cholangiocarcinome (Sripa et al. 2011).

Figure 4 : Taux de prevalence de I'infection a Opisthorchis viverrini en Asie du Sud-Est (Sithithaworn et al. 2014)

Le mode de contamination par le parasite Opisthorchis viverrini se fait par I'ingestion de
poissons crus de la famille des Cyprinidae, vivant en eau douce. Le cycle biologique du parasite
comporte plusieurs étapes: (1) les ceufs du parasite sont rejetés par I'homme dans ses
excréments, (2) ils sont ensuite ingérés par un gastéropode du genre Bythinia sp. qui permet au

parasite de passer sous forme larvaire, (3) ces cercaires sont relargués dans I'eau par le
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mollusque, puis pénetrent et s’enkystent dans les muscles des poissons pour devenir des
métacercaires, (4) lorsque le poisson est ingéré par ’homme, ces métacercaires prennent leur
forme adulte et s’établissent dans les voies biliaires (Sripa et al. 2011).

Les habitudes alimentaires des populations locales, avec notamment la préparation de
plats a base de poisson cru appelé « koi-pla » en Thailande et au Laos, ou « pra-hok » au
Cambodge, sont la cause principale de la contamination humaine par ce parasite (Grundy-Warr

et al. 2012; Sripa et al. 2007).

Ces facteurs de risque (VHB, VHB, Opisthorchis viverrini) jouant un role majeur dans
I’'apparition des cancers du foie en Asie, la lutte contre ces agents infectieux constitue un élément
essentiel dans la prévention de la maladie. Ainsi, la vaccination contre I’hépatite B, les campagnes
antiparasitaires et les programmes d’éducation sur les pratiques a risque sont a la base des
recommandations internationales (Shin et al. 2010; Srivatanakul, Sriplung, and Deerasamee

2004).

1.4. Pathogénese du cancer du foie

L’hépatocarcinogenése est un processus multifactoriel et séquentiel qui fait intervenir
différents mécanismes selon le type de facteur de risque impliqué (VHB, VHC, aflatoxine, alcool)
(Figure 5). Ainsi, le virus de I’'hépatite B induit le développement du carcinome hépatocellulaire
par I'intermédiaire de voies directes et indirectes, puisqu’il est capable d’intégrer le génome de
la cellule hote et donc d’agir sur la croissance et la signalisation des cellules. Par contre, le virus
de I'hépatite C n’intégre pas le génome de la cellule hote et agit donc principalement d’une
maniére indirecte, en induisant une inflammation chronique, ainsi qu’une prolifération et une

mort cellulaire (But, Lai, and Yuen 2008).
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Figure 5 : Les différentes étapes de I’hépatocarcinogenése (extrait de (Hussain et al. 2007)

Certaines voies et processus en cause dans la pathogénése du cancer du foie sont
communs aux divers facteurs de risque (Farazi and DePinho 2006). On peut citer notamment
I'inactivation du géne p53, faisant partie de la famille des génes suppresseurs de tumeur (Hussain
et al. 2007), ainsi que l'inflammation chronique, le stress oxydatif et les cycles continus de

nécrose et de régénération (Bartsch and Nair 2006; Farazi and DePinho 2006).

L'ensemble contribue a l'apparition de foyers d’hépatocytes dysplasiques, devenant
ensuite des nodules identifiables a I'imagerie, qui peuvent eux-mémes dégénérer en carcinome
hépatocellulaire si les altérations génétiques sont suffisamment importantes pour entrainer la

transformation et I'immortalisation de ces cellules hépatiques (Farazi and DePinho 2006).
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Dans le cas du cholangiocarcinome, moins de données sont disponibles sur la
pathogénese de la maladie. Cependant, des facteurs communs a la genése du carcinome
hépatocellulaire ont été mis en évidence, tel que I'importance de I'inflammation (Palmer and
Patel 2012). La cholangiocarcinogenése, induite par l'infection avec le parasite Opisthorchis
viverrini, repose sur ce processus inflammatoire chronique dont on peut distinguer trois éléments
importants : les dommages mécaniques causés par |'activité de succion du parasite, les molécules

secrétées par le parasite, et un processus immunopathologique spécifique (Sripa et al. 2007).

1.5. Dépistage et diagnostic

Dans la majorité des cas, les patients souffrant d’'un CHC ne présentent pas de signes
cliniques de la maladie. L'identification des populations a risque de développer la maladie et leur
dépistage est donc d’une grande importance dans la prise en charge de la pathologie (Yu et al.

1997).

D’apres (El-Serag et al. 2008), le dépistage du CHC est recommandé chez :
e les patients porteurs d’une infection chronique au virus de I’'hépatite B et :
-de race asiatique et d’'un age supérieur a 40ans
-de race africaine et d’'un age supérieur a 20 ans
-ayant une cirrhose avérée
-ayant une histoire familiale de CHC.
e les patients atteints d’infection chronique a I'hépatite C, de cirrhose alcoolique,
d’hémochromatose génétique, de cirrhose biliaire primitive, de déficit en alphal

antitrypsine, de stéatose hépatique non alcoolique, ou d’hépatite auto-immune.

Les tests de dépistage les plus utilisés sont I'image échographique par la technique
d’ultrasonographie (US) pour la recherche de nodules et la mesure du taux sérique d’alpha-

foetoprotéine (AFP). Cette derniére méthode étant peu spécifique et peu sensible, une fréquence
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de surveillance tous les 6 mois par la technique des ultrasons est donc recommandée (Collier and
Sherman 1998; European Association for Study of Liver and European Organisation for Research

and Treatment of Cancer 2012).

Le diagnostic du CHC est principalement basé sur les techniques d’imagerie
(tomodensitométrie [ou CT scan] et imagerie par résonance magnétique [IRM]) et la biopsie
hépatique (Bruix and Sherman 2011). Les techniques d’imagerie médicale permettent de
détecter la présence de nodules hépatiques et de déterminer leur taille. En fonction de ces
résultats, d’autres méthodes de diagnostic sont a employer afin de confirmer ou non la présence
d’un CHC. Selon les auteurs, la taille de nodule a considérer dans les algorithmes de décision varie
de 1 a2 cm (Bruix, Reig, and Sherman 2016; Bruix and Sherman 2011; El-Serag et al. 2008). Dans
I’exemple d’algorithme donné (Figure 6), la détection d’un nodule inférieur a 1 cm doit étre suivi
par la réalisation d’échographie a intervalle régulier, alors que la détection d’un nodule de taille

supérieur a 1 cm nécessite la réalisation d’examens complémentaires afin de confirmer le CHC.

Figure 6 : Algorithme de diagnostic du CHC (extrait de (Bruix and Sherman 2011). (CT= Tomodensitométrie,
MDCT= Tomodensitométre multidétecteur, MRI= Image par Résonance Magnétique, US= Ultrasonographie)
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De méme que dans le cas du carcinome hépatocellulaire, le diagnostic du
cholangiocarcinome se base principalement sur les techniques d’imagerie (tomodensitométrie
[CT scan], imagerie par résonance magnétique [IRM] ou cholangiographie par résonance
magnétique [Bili-IRM]). Bien que n’ayant pas prouvé son efficacité, le dépistage peut se réaliser
chez les patients atteints de cholangite sclérosante primitive en recherchant la présence de
nodules par des examens d’imagerie et en dosant les marqueurs tumoraux (CA 19-9, CA-125)

(Khan et al. 2012).

Malheureusement, dans les pays en voie de développement et en particulier au
Cambodge et au Laos, le dépistage est quasi-inexistant et le diagnostic se fait a des stades déja

avancés de la maladie (Eav et al. 2012).

1.6. Traitements

1.6.1. Traitement du carcinome hépatocellulaire

Différents types de traitements existent pour prendre en charge le patient atteint de
carcinome hépatocellulaire. Le type de traitement a utiliser va dépendre de I'état du foie non
tumoral, de la taille et de I'extension de la tumeur, et de I'état général du patient. L'age et
I’espérance de vie attendue suite au traitement doivent également étre pris en compte dans la
décision thérapeutique.

La classification BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) sert de référence internationale pour
aider les praticiens a décider du type de traitement a adopter en fonction de la présentation
clinique du cancer du foie (Figure 7). Cependant, cette classification est remise en cause dans son
application « sur le terrain » par plusieurs chirurgiens en Europe, notamment en Italie, et en Asie,
en Chine et en Corée. Une étude récente menée au Pérou suggére que cet arbre décisionnel

pourrait ne pas étre adapté a toutes les populations de patients atteintes de cancer du foie,

28



Introduction Générale / 1. Le cancer du foie : un enjeu de santé publique

notamment celle dans les pays en voie de développement, et devrait étre contextualisée en

fonction des observations cliniques faites parmi les populations (Ruiz et al. 2016).

Figure 7 : Arbre décisionnel BCLC (extrait de (Bruix and Sherman 2011). (Child-Pugh= classification de la sévérité

de la cirrhose, M= classification des métastases a distance du foyer cancéreux, N= classification des métastases

ganglionnaires, PS= Performance Status [classification de I’état physique du patient cancéreux], RFA= Ablation
par Radiofréquence, TACE= Chimioembolisation transartérielle)

Les méthodes de traitement a visée curative comprennent la transplantation hépatique,
la résection hépatique (ou hépatectomie), et la destruction percutanée. Elles sont principalement
indiquées pour les malades atteints de tumeur a taille limitée (Befeler and Bisceglie 2002).

La transplantation hépatique constitue la méthode de choix dans le traitement du
carcinome hépatocellulaire, car elle agit sur la tumeur et sa cause. Malheureusement, la pénurie
en greffons hépatiques impose une sélection stricte des patients pouvant y accéder.

La résection hépatique consiste a enlever chirurgicalement la portion de foie cancéreuse.
Elle constitue le traitement de référence des patients sans cirrhose et sans foyers métastasiques.

La destruction percutanée, méthode simple et bien tolérée, est une alternative a la

chirurgie. Elle consiste a introduire une aiguille dans la tumeur et a y appliquer un courant
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électrique interne (par radiofréquence) afin de permettre sa nécrose thermique (Befeler and

Bisceglie 2002).

Les méthodes de traitement a visée palliative comprennent la chimio-embolisation
artérielle et les traitements médicamenteux (traitements symptomatiques, thérapies ciblées).
Elles sont principalement indiquées pour les patients atteints d’un carcinome hépatocellulaire a
un stade intermédiaire ou avancé.

La chimio-embolisation artérielle associe une chimiothérapie intra-artérielle
(anthracycline ou sel de platine) administrée dans les arteres nourriciéres du processus tumoral,
et une embolisation permettant d’obstruer temporairement I'artére hépatique. Il en résulte une
concentration du médicament anti-cancéreux dans la tumeur et une diminution du risque
d’effets indésirables systémiques. C'est la méthode qui est retenue pour les patients atteints d’un
carcinome hépatocellulaire a un stade intermédiaire et pour lesquels un traitement chirurgical
ou par destruction percutané ne peut étre proposé (Befeler and Bisceglie 2002; El-Serag et al.
2008).

Parmi les traitements médicamenteux, la chimiothérapie par voie systémique, les anti-
androgenes, le tamoxiféne, I'octréotide et I'interféron n’ont pas démontré leur efficacité dans le
traitement du carcinome hépatocellulaire (Bruix and Llovet 2002). Jusqu’en 2007, aucun
traitement médicamenteux spécifique n’était donc recommandé pour ces patients avec un CHC
avancé. Le sorafenib (Nexavar®) inhibiteur de protéines-kinases, a été le premier a ouvrir la voie
des thérapies ciblées. Son double mécanisme d’action, inhibant a la fois la prolifération et
I'angiogénése tumorale, lui a permis d’obtenir une AMM en 2007 pour les patients atteints d’un
carcinome hépatocellulaire avancé, avec fonction hépatique conservée (stade Child Pugh A), non
éligibles a un traitement chirurgical ou locorégional, ou en échec a I'un de ces traitements (Cheng
et al. 2009; Llovet et al. 2008). Toutefois, la survie globale des patients traités reste limitée (9,2
mois), et son colt important (env. 3500 euros par mois) en fait un médicament difficilement

accessible aux populations des pays en voie de développement (Ferenci et al. 2010).
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1.6.2. Traitement du cholangiocarcinome

Les patients atteints de cholangiocarcinome ont un pronostic défavorable, puisque le taux
de survie de ces patients a cing ans est d’environ 5 a 10% (Anderson et al. 2004).
De plus, les méthodes de traitements sont limitées et la chirurgie représente le seul

traitement efficace de la maladie (Khan et al. 2012).

Parmi les thérapies curatives, la résection chirurgicale compléte de la tumeur permet
d’obtenir des taux de survie a 5 ans de 8 a 44%. L’autre méthode possible est une transplantation
hépatique qui reste néanmoins une pratique controversée, et est réservée aux patients ayant un

cholangiocarcinome a un stade débutant (Anderson et al. 2004).

Les méthodes de traitements palliatives comprennent la radiothérapie, la chimiothérapie,
et la pose d’endoprothese métallique (stent) afin d’effectuer un drainage biliaire. Parmi les
chimiothérapies utilisées, le 5-Fluorouracile (5-FU) et la gemcitabine sont les deux médicaments
anti-cancéreux les plus utilisés. Cependant, ces méthodes n’ont pas prouvé leur effet dans
I’'amélioration de la survie des patients atteints de cholangiocarcinome (Anderson et al. 2004;

Blechacz and Gores 2008).
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2. LES DIFFERENTS SYSTEMES
MEDICAUX AU CAMBODGE

2.1. Présentation de la population cambodgienne et des systemes

médicaux

Figure 8 : Carte du Cambodge (extrait du site ezilon.com)
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Le royaume du Cambodge est un pays de la péninsule indochinoise, couvrant une
superficie de 181 000 km?. Située entre les latitudes 10° et 15°N, la nation partage ses frontiéres
avec le Laos (au nord), le Vietnam (au sud et a I'est), et la Thailande (a I'ouest). Ce pays au climat
tropical est influencé par les vents de mousson et possede une saison pluvieuse marquée. Ony
distingue trois grandes régions géographiques (Legris and Blasco 1972):

e le centre du pays constitué de plaines ou coule le lac Tonlé Sap et le fleuve du
Mékong

e |e sud-ouest dominé par la chaine des Cardamones

e le nord du pays ou de grandes étendues planes parsemées de collines constituent

I'essentiel du paysage

D’une population estimée a 15 578 000 habitants?, le Cambodge compte une large
majorité de Khmers (plus de 90% de la population totale), auquel s’ajoutent des populations
immigrées de pays voisins (Vietnamiens, Chinois), un groupe ethnique d’origine malayo-
polynésienne (Chams?) et des communautés indigénes (Moul and Seng 2012). Le nombre de
groupes indigénes vivant sur le territoire cambodgien varient, selon les auteurs, de 17 a 27 et
comptent au total pres de 150 000 personnes (Asian Development Bank 1999; Bourdier 2009).

Alors que les Khmers, les Chams, les Vietnamiens et les Chinois se rencontrent
principalement dans les plaines du centre du pays et sur les berges du Mékong, la majorité des
peuples indigénes (95%) se répartissent sur quatre provinces (Figure 8) situées dans les paysages
vallonés du nord-est du Cambodge (Kratie, Mondulkiri, Ratanakiri et Stung Treng) (Moul and Seng
2012). Considérés comme les premiers occupants du pays, ou plus généralement de la région (les
Jarai et les Tampuan ayant migré sur le territoire cambodgien a partir du Vietnam), ils
appartiennent au groupe des « proto-indochinois » (Condominas and Haudricourt 1952).
Traditionnellement, ils pratiquent I'essartage, la chasse, la péche et la cueillette et s"adonnent a

une forme de religion reposant sur le culte des génies (Bourdier 2009).

3 Source OMS (2015) : http://www.who.int/countries/khm/fr/

4 Les Chams forment un groupe distinct des communautés indigénes de par leur histoire et leur religion. Le
royaume de Champa dominait le sud du Vietnam entre les 112™ et XVII*™® siécle. Les Chams étaient de culture
hindouiste puis se sont convertis a I'lslam a partir du X®™® siécle.
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La civilisation khmére a fait son apparition au VI®™ siécle de notre ére avec 'avénement
de I'empire des Chen-La, anciennement vassal du royaume indianisé Fou-Nan. Au IXeme siecle,
le roi Jayavarman Il inaugure la période dite angkorienne de la royauté khmere. C’est le début de
I’age d’or de la civilisation khmére qui durera jusqu’au XllI*™¢ siécle, avant de tomber dans un
long déclin résultant de conflits internes et d’agressions extérieures (notamment siamoise). Au
cours de leur histoire, les Khmers ont subi diverses influences. Tout d’abord, indienne avec
notamment I'apparition de I'hindouisme dés le VI¢™e siécle puis du bouddhisme au cours du
XIlIeme siécle. Ensuite chinoise avec la migration de chinois sur le territoire cambodgien par vagues
successives et régulieres au cours des siécles. Et enfin, francaise avec la signature d’un traité de

protectorat a la fin du 198™¢ et jusqu’au 20°™¢ siécle (Guillou 2001).

En 2012, le Ministére de la Santé du Cambodge estimait que 40 a 50 % de la population
du pays utilisait la médecine traditionnelle (WHO 2012). Cette médecine traditionnelle (MT) est
plurielle puisque chaque groupe ethnique possede son propre systeme médical, plus ou moins
influencé par les contacts interethniques. Ainsi, on peut individualiser la MT khmére, la MT
chinoise et la MT vietnamienne, ainsi que la médecine traditionnelle des populations
autochtones tel que les Bunong, les Jarai, les Tampuan et les Brou (Ashwell and Walston 2008;
Cheng et al. 2007). Si les trois premiers systemes médicaux sont bien documentés, ceux des
populations indigénes le sont beaucoup moins. A ce jour, seules les pharmacopées des Brou, des
Kavet, des Lao et des Bunongs ont été, en partie, documentées (Audibert et al. 2015; Matras and
Martin 1972a; Savajol, Toun, and Sam 2011). Au cours de cette thése, un article portant sur les
remedes traditionnels utilisés par la communauté Bunong (peuple indigéne majoritaire du
Cambodge) pour traiter 11 affections les plus communes au sein de cette ethnie a été publié dans

la revue Journal of Ethnopharmacology (Chassagne et al. 2016) (Annexe 1).
A cb6té de ces systémes médicaux traditionnels, existe le systéme thérapeutique

occidental (ou biomédecine) au sein duquel exercent des professionnels formés selon les critéres

du paradigme de la biologie. Ce systéme biomédical est présent dans les villes sous forme
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d’hopitaux publics ou de cliniques privés, et dans une moindre mesure dans les villages sous

forme de centres de santé communaux ou de dispensaires (Crochet 2000; Dumas 2008).

2.2. Origine de la médecine traditionnelle khmere

Quelques épigraphies anciennes permettent de se rendre compte de I'importance de la
santé a I'’époque angkorienne (IX® — XIlII® siecles). Dés la fin du IX® siécle, sous le regne de la
dynastie Jayavarman, des hdpitaux sont construits au coté des temples et des monasteres. Puis,
lors de I'accession au pouvoir du roi Jayavarman VIl en 1181, le bouddhisme introduit au
Cambodge devient religion d’état et sous son régne, 102 hopitaux répartis sur tout le territoire
sont créés (Chhem 2006; Coedes 1906). Pendant cette période, les chartes de fondation de ces
hopitaux furent gravées sur des pierres en sanskrit, dont certaines d’entre elles ont été
retrouvées au cours du siécle dernier. L'inscription la plus connue est celle de Say-Fong
découverte prés de Vientiane au Laos (Finot 1903). Sur cette stéle sont détaillés le réglement, la
liste du personnel et les fournitures de I’hopital (Figure 9). Au total, 36 substances d’origine
végétale, animale et minérale sont décrites, tel que le gingembre (Zingiber officinale Roscoe), le
camphrier (Cinnamomum camphora (L.) J.Presl), le calophylle (Calophyllum inophyllum L.), le
curcuma (Curcuma longa L.), et le jujubier (Ziziphus jujuba Mill.). Tous sont encore utilisés dans

la médecine traditionnelle khmére d’aujourd’hui (Leti, David, and Cheng 2010).

Figure 9 : Stele de Say-Fong découverte au début du XX® siecle prés de Vientiane au Laos (extrait de (Leti, David,
and Cheng 2010)
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2.3. Conception de la personne et de la maladie en MT khmere

Actuellement, le systeme médical khmer se base sur plusieurs théories médicales

empruntées a :

la médecine Ayurvédique (Ang 1992)

au bouddhisme : une importance est donnée, dans la cause des maladies, aux fautes
commises dans des existences antérieures (karma) (Leti, David, and Cheng 2010)

la médecine traditionnelle chinoise (Ashwell and Walston 2008)

aux traditions autochtones : existence d’esprits vitaux a I'intérieur du corps ou de
génie autour du village qui ont la possibilité de provoquer la maladie si une faute a
été commise (Chhem 2002)

la médecine occidentale : en particulier la conception microbienne et les notions
d’hygiene qui en découlent. Introduite par le corps médical francais a I'époque du
Protectorat, cette conception a été intégrée et transformée par les khmers et sert a
désigner I'agent étiologique de la maladie. Ainsi, le terme « mé rok » signifiant
« origine de la maladie » ou « initiateur de la maladie » est utilisé dans le langage

courant pour représenter les microbes (Guillou 2001)

Dans la médecine khmere, de méme que dans la médecine ayurvédique, le

fonctionnement symbolique du corps est défini par la théorie humorale quireprésente le concept

médical le plus influent et le plus répandu en Asie du Sud-Est (Van Esterik 1988). Dans cette

théorie, le corps est vu comme étant composé de quatre éléments : I'eau, la terre, le feu et I'air.

Chez une personne en bonne santé, ces quatre composantes sont dans un état d’équilibre.

Lorsqu’un déséquilibre survient, la maladie apparait (Manderson 1981).

En médecine traditionnelle khmeére, le feu est associé au chaud (kedaeu) et la terre au

froid (trocheak) (Martin 1983). Le couple d’opposition chaud/froid joue un role essentiel dans la

pathogénie et dans les différentes méthodes de traitement des maladies. En effet, un

déséquilibre entre ces deux qualités peut provoquer |'apparition de maladies « chaudes » ou de

maladies « froides », qui seront traitées respectivement par des traitements « froids » ou des
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traitements « chauds ». L'exemple le plus connu est celui des désordres provoqués apres
I’'accouchement. En période de post-partum, les femmes khmeéres se considérent dans un état «
froid », pour lequel elles nécessitent des aliments chauds (ex. : poivre, viande) et/ou des
traitements chauds (ex. : préparation a base d’alcool) (Fishman, Evans, and Jenks 1988;
Montesanti 2011). A I'opposé, la fievre est considérée comme un état « chaud » que I'on doit
contrebalancer avec des traitements « froids » (Kemp 1985; Van Esterik 1988).

L'autre élément impliqué dans le fonctionnement symbolique du corps, I'air (ktchol) est
percu comme le support permettant la circulation de certains fluides et matieres du corps (sang,
urine, bile, feces) dans des canaux dénommeés « sasai », et celui-ci se décompose en différents
vents®, individualisés selon leur localisation corporelle et leur fonctionnalité (Guillou 2001). Un
déreglement d'un ou plusieurs de ces vents est source de maladie, dont les symptomes varient
en fonction du type de vent qui est affecté (Piat 1965). Les troubles les plus fréquemment
associés aux « mauvais vents » comprennent des vertiges, des courbatures, de la confusion
mentale, des frissons, des maux de ventre, des céphalées, voire des paralysies ou une perte de

conscience dans les cas les plus séveres (Muecke 1979).

Dans ce type de médecine, a l'instar des médecines ayurvédique, tibétaine et chinoise,
I'action pharmacologique des plantes est intrinsequement liée a leur saveur et leur goQt (sucré,
salé, amer, acide, astringent). Par exemple, 'amertume de Azadirachta indica A.Juss. lui confére
des propriétés « refroidissantes » lui permettant ainsi de traiter la fievre (Dy Phon 2000; Leti,
David, and Cheng 2010; Martin 1983).

Egalement, la doctrine des signatures, se définissant comme une théorie dans laquelle les
caractéristiques physiques des plantes expliqguent leur usages thérapeutiques, est aussi
largement employée au Cambodge (Bennett 2007). Ainsi, certaines plantes se voient attribuer
des propriétés curatives en fonction de leur forme (le tubercule de la plante Hydnophytum
formicarum Jack ressemble a des poumons et est donc utilisé dans le traitement de I'asthme), de

leur odeur (la plante Paederia foetida L. ayant une odeur de flatulence humaine est utilisée dans

5 En khmer, I'air et le vent portent le méme nom et se disent « ktchol »
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le traitement des maux de ventre), de leur sécrétion (de nombreuses plantes au latex blanc sont

utilisés dans les problemes liés a I'allaitement), et de leur couleur.

A cOté de cette représentation du corps qui s'inspire de l'ayurvéda, il existe au sein de la
médecine khmere, d'autres conceptions du fonctionnement symbolique du corps qui, sur la base
d'une cosmologie bouddhique traditionnelle et des concepts associés (notion de karma, de faute
morale en tant qu'origine de certaines pathologies), mettent en jeu les relations qu'entretient la
personne avec certains esprits. Ceux-ci sont plus particulierement évoqués dans I'apparition de
certaines maladies mentales, crises d'épilepsie, confusions, et autres perturbations de la
conscience (Lemoine and Eisenbruch 1997). Dans ce contexte, la maladie provient de trois
spheres : celles des divinités, en haut ; des démons, en bas ; et des hommes, au milieu, tous
considérés comme faisant partie de |'espace social du patient. Les désordres provenant du
monde des humains comprennent les attaques de sorcellerie, les fautes karmiques provenant de
vies antérieures. Ceux provenant des deux autres univers sont attribués soit aux esprits
maléfiques, soit aux ancétres.

Le corps du patient est lui-méme considéré comme un représentant de cette série
d'univers, et les probléemes de santé signent une perturbation dans les relations de la personne
avec ces différentes entités, nécessitant alors la pratique de rituels de guérisons effectués par

des guérisseurs spécialisés (Figure 10).
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Figure 10 : Interaction de trois mondes dans la constitution de la maladie chez les khmers (extrait de (Lemoine
and Eisenbruch 1997)

2.4. Médecine traditionnelle savante et populaire

Selon (Crochet 2000), dans le systéme médical traditionnel khmer, on peut distinguer :

e |a médecine dite populaire, pratiguée par une population non-spécialiste, bien
souvent féminine, et dont les connaissances se transmettent oralement. 48 a 67% des
patients cambodgiens ont recours a cette médecine (Dumas 2008).

e |la médecine dite savante, qui est I'apanage de spécialistes, majoritairement
masculins, dont le savoir s’appuie sur des textes. Entre 3 et 10% des cambodgiens

utilisent ce type de médecine (Dumas 2008).

2.4.1. Médecine traditionnelle populaire

La définition de la médecine traditionnelle populaire pose question notamment sur les

liens qu’elle entretient avec la médecine traditionnelle savante. Alors que certains la considérent
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comme une expression culturelle authentique et autonome, d’autres I'appréhendent comme
une dégénérescence des formes médicales traditionnelles savantes (Guillou 2001).

Au Cambodge, (Crochet 2000) définit la MT populaire comme étant une pratique
d’automédication mettant en ceuvre un « ensemble complexe de techniques alliant les remédes
de la pharmacopée locale aux drogues de I'industrie pharmaceutique ». Cette pratique peut aussi
prendre la forme d’une spécialisation et d’'un commerce, lorsque les acteurs de cette MT
populaire décident de proposer leurs services, contre rémunération (Guillou 2001).

L’acteur principal de cette médecine populaire est la femme, mere au foyer, garante de
la santé de ses enfants et des autres membres de la famille vivant sous son toit. Elles utilisent des
ingrédients venant du jardin ou du « placard a cuisine », et traitent des affections courantes tels
que la fievre, les courbatures, les coupures, les brilures, les désordres cutanés et les diarrhées.

Ce savoir est transmis oralement aux filles du foyer en age d’aider leurs parents (Crochet 2000).

Parmi les pratiques populaires les plus fréquemment utilisées, on peut distinguer :

e les soins basés sur la manipulation du patient.

Le « grattage du vent » (kos ktchol) est une technique de soins tres répandue (Figure 11).
Cette méthode, appelée « coining » en anglais, permet de traiter les déséquilibres liés au vent
(ktchol) et consiste a gratter vivement le dos, le cou, le torse du patient jusqu’a I'apparition de
rougeurs voire de saignements. Afin de réaliser I'acte thérapeutique, les khmers utilisent une
piece de monnaie ou une cuillére enduite d’un produit gras (huile, baume mentholé) (Crochet
2000; Guillou 2001).

Des variantes de cette méthode de dermabrasion reposant toujours sur le principe de la
réactivation de I'équilibre des « vents » sont aussi utilisées, notamment une technique qui
consiste a « attraper les vents » (chop ktchol) en pincant le nez jusqu’a I'apparition de rougeurs
(Piat 1965), ou encore I'application de ventouses chauffées (baum ktchol) sur le corps du patient
(Guillou 2001).

Les massages (massa) sont pratiqués dans les mémes indications que le « kos ktchol » et

aussi pour améliorer le confort des personnes agées (Guillou 2001). Par ailleurs, la réalisation
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d’une brilure de cigarettes (och) sur le corps du patient permet de rééquilibrer la balance

chaud/froid (Richman et al. 2010; Sargent and Marcucci 1984).

Figure 11 : Pratique du "baum ktchol” (a g.), du “kos ktchol” (a d.), et instrument permettant la réalisation du
"kos ktchol” (a d.)

e ['utilisation de substances d’origine naturelle : plantes et animaux principalement.

Plus d’une quarantaine d’espéces végétales ont été reportées comme faisant partie de la
pharmacopée des femmes en médecine populaire (Crochet 2000). Ces plantes proviennent le
plus souvent du potager ou de la cuisine. Ainsi, des arbres fruitiers et des Iégumes sont largement
utilisés, comme par exemple, I'aubergine pour le traitement des dartres ou la séve de bananier
pour la candidose buccale du nouveau-né (Crochet 2000). Des herbes aromatiques sont aussi
employées, tel que le basilic sacré (Ocimum tenuiflorum L.) dans le traitement des douleurs, ou
la « menthe oreille de cochon » en khmer (Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng.) dans le
traitement de la toux (Martin 1971). Par ailleurs, des condiments alimentaires comme le piment
ou le poivre considérés comme « chaud », peuvent étre utilisés dans le traitement du post-

partum (Richman et al. 2010).
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Par ailleurs, le nid d’araignée est utilisé dans le traitement des plaies, le nid d’abeille est
posé sur lI'ombilic du nouveau-né et la sangsue est employée dans différentes indications

(Crochet 2000).

e le recours a des produits manufacturés et pharmaceutiques

Ce sont les baumes mentholés (baume du tigre), et les spécialités pharmaceutiques
comme les antibiotiques, les antalgiques (paracétamol), et les corticoides. Ces derniers sont
distribués par des vendeurs a I’étalage qui ne possedent bien souvent aucune formation médicale
et qui conseillent a leurs clients des mélanges de médicaments (psom tnam) pour une durée de

qguelqgues jours (Crochet 2000).

2.4.2. Les acteurs de la médecine traditionnelle savante

A la différence de la MT populaire, la MT savante a été largement documentée depuis la
fin du XXe siécle®. Elle se définit principalement a travers des acteurs qui vont chacun avoir des
pratiques thérapeutiques et des rituels de guérison spécifiques, et qui partagent des univers

sociaux, culturels et symboliques assez proches les uns des autres (Guillou 2001).

D’une maniére générale, on peut distinguer trois types de thérapeutes traditionnels :
e les « kruu khmer » ou maitre-guérisseur khmer.

Le terme « kruu » est utilisé pour désigner toutes personnes ayant un savoir. Ainsi,
I'expression « kruu banrien », traduit littéralement par maitre enseigner, identifie les
instituteurs. Le terme « kruu peit », kruu hbpital, désigne les biomédecins. Traditionnellement, le
terme « kruu » suffisait pour nommer un médecin traditionnel, puisqu’il n’y avait pas encore
d’école ni de dispensaires dans les villages (Guillou 2001; Martin 1983).

Au sein méme des « kruu khmer », différentes catégories ont été individualisées en

fonction des spécialités et des techniques de soins utilisées (Martin 1983), de leur domaine

6 Voir notamment les travaux réalisés par (Eisenbruch 1992; Guillou 2001; Lemoine and Eisenbruch 1997; Martin
1983).
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d’intervention (action sur le monde des divinités et des démons) (Eisenbruch 1992), de leur statut
socio-économique et de leur formation (Guillou 2001). La seule constante qui semble étre
retrouvée dans chaque catégorie est la prédominance masculine dans la fonction (Dumas 2008).

Le portrait traditionnel d’'un « kruu khmer » est celui d’'un agriculteur, chef de famille,
recevant les malades dans sa maison d’'une maniéere occasionnelle en fonction des demandes.
C'est une figure emblématique du village a qui on accorde considération et respect (Martin 1983).
Il est décrit a la fois comme botaniste, pharmacien, guérisseur et protecteur spirituel (Eisenbruch
1992; Guillou 2001; Martin 1983). Sa formation est longue et comprend divers enseignements
professés par d’autres maitres-guérisseurs de différentes provinces (Guillou 2001), et par des
bonzes des pagodes environnantes desquels il tire une formation en science médicale (Martin
1983). Ses pratiques de soin sont variées et combinent généralement phytothérapie, rituels de
guérison avec récitations de formules magiques, et réalisation de diagramme de protection
(Guillou 2001; Lemoine and Eisenbruch 1997; Martin 1983). Enfin, il ne réclame pas de
compensation financiere, mais plutot recoit des offrandes diverses (riz, fruits, argent) selon les
moyens du patient (Guillou 2001).

Bien que cette description du « kruu khmer » reste encore d’actualité, une évolution
notable des pratiques a récemment été notée. Ainsi, (Guillou 2001) différencie le « kruu »
traditionnel du « kruu » moderniste. Ce dernier est décrit comme se rapprochant du biomédecin
dans sa pratique, puisqu’il accueille les patients dans un local dédié, percoit des honoraires fixes
et se concentre sur la prescription de remedes phytothérapeutiques. |l bénéficie également
d’une légitimité institutionnelle puisqu’il posséde une autorisation ou une formation spécifique
émanant d’une institution légale (institut de médecine bouddhique, centre de médecine

traditionnelle).

e Les « preah sang » ou moines bouddhistes
Les bonzes sont des vecteurs essentiels de la vie culturelle, sociale et spirituelle au
Cambodge. IIs peuvent aussi é&tre amenés a prendre en charge des patients pour le traitement de

leurs troubles. En effet, les bonzes possedent un statut privilégié grace a leur maitrise de I’écrit
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et du pali, ils peuvent ainsi s’appuyer sur un corpus académique enseigné et transmis (Bertrand
1997).

Les cambodgiens ont recours aux bonzes guérisseurs dans le but de traiter des affections
aigues ou chroniques, mais également pour contrer une succession négative d’événements, ou
encore attirer la chance afin de réussir un examen par exemple. D’autre part, les bonzes peuvent
aussi accueillir et prendre en charge les malades mentaux au sein méme de la pagode (Guillou
2001).

Les bonzes guérisseurs consultent lors de cérémonies collectives au cours desquelles
différentes méthodes thérapeutiques sont employées tel que les bains d’eau lustrale, les paroles
sacrées, les remedes a base de plantes et le souffle thérapeutique. lls peuvent également inscrire
en pali des formules de guérison ou de protection sur différents supports (feuilles de bananier,
plague en métal, talisman) (Cheng et al. 2007).

Contrairement aux maitres-guérisseurs khmers, l'influence d’'un bonze ne repose pas
essentiellement sur son pouvoir de guérison mais également sur son charisme personnel et les
réseaux qu’ils sont capables d’établir avec les hauts fonctionnaires au pouvoir. Ainsi, certains

bonzes peuvent jouir d’une notoriété internationale (Guillou 2001).

e Les « ruup », ou médiums

Le terme « ruup » se définit par la forme, I'image, I'apparence. Il renvoie donc a la notion
d’enveloppe physique a travers lequel un esprit va pouvoir s’exprimer (Guillou 2001).

A la différence des autres guérisseurs, le médium est une femme dont le savoir ne repose
pas sur une transmission orale ou écrite mais possede un caractéere subi. Ainsi, (Guillou 2001)
décrit le cas d’une femme tombant fréquemment malade et ayant eu recours a divers
thérapeutes sans succes. Cette personne finit par consulter un « kruu khmer » qui pose le
diagnostic. Elle est « tenue par un esprit ». Ainsi, le seul moyen de guérison possible est alors
d’accepter d’étre habitée ponctuellement par cet esprit, et de lui rendre hommage par la
réalisation d’un autel dédié. Cette femme deviendra donc medium malgré elle, et disposera du
pouvoir de guérison conféré par cet esprit, puisque I'invocation de I'esprit permettra aux malades

de rentrer en contact directement avec lui et de trouver les solutions a leurs problemes.
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Comme chez les maitres-guérisseurs, les demandes sont variées. Les patients viennent
traiter diverses affections tel qu’une perte d’énergie, un manque d’appétit, ou des maux de téte ;
mais ils peuvent aussi consulter le medium dans le but de se faire prédire I'avenir ou de connaitre
la vérité sur certains événements passés (Guillou 2001). Selon (Dumas 2008), le medium est avant
tout un spécialiste du diagnostic et non un spécialiste du traitement comme les autres
guérisseurs : on vient le consulter pour connaitre |'origine du malheur.

Par ailleurs, hormis une légitimité traditionnelle, le medium n’est pas autant respecté que
les autres thérapeutes. En effet, leur action dépend d’une entité extérieure et non de leur propre

faculté a guérir (Guillou 2001).

e D’autres tradipraticiens ont également été décrits tel que :
Les matrones ou accoucheuses traditionnelles (yeay map) qui jouent un réle dans la
préparation de I'accouchement et dans les soins post-partum (Dumas 2008).
Les sorciers (tmop) qui sont capables de provoquer la maladie en faisant usage de la magie
noire (Eisenbruch 1992).

Les voyants (kruu tiey) qui sont capable de voir I'avenir (Martin 1983).
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3. PHARMACOPEES
TRADITIONNELLES ET
PATHOLOGIES DU FOIE

3.1. Perceptions des maladies du foie

De nombreux systémes de soins traditionnels prennent en charge les maladies du foie, et
notamment la médecine traditionnelle chinoise, la médecine ayurvédique, la médecine
traditionnelle japonaise (médecine Kampo), et les médecines traditionnelles africaines (Seeff et
al. 2001).

Cependant, la principale difficulté du travail ethnopharmacologique est de faire le lien
entre un systeme de pensée biomédical appliqué aux maladies du foie et une nosologie non
biomédicale. En effet, ce qui est clairement défini comme une cirrhose ou un cancer du foie dans
le systeme biomédical ne I'est certainement pas dans les autres systemes de soins.

Par exemple, dans la nosologie chinoise, les symptomes de la jaunisse peuvent étre liés a
des problémes de rate et d’estomac, sans que le foie en tant qu’organe ne soit mentionné. Dans
un effort de modernisation et d’ajustement avec la médecine occidentale, les praticiens chinois
modifierent leur définition des maladies chroniques du foie et y intégrérent dans les années
1970, les mots jaunisse, gonflement abdominal et douleur de I’hypochondre droit (Zhang and
Schuppan 2014).

A l'inverse, dans un grand nombre de systemes médicaux, les maladies du foie sont
principalement identifiées par la coloration jaune des muqueuses, de la peau et des conjonctives.
C'est notamment le cas en Inde (Sharma et al. 2012), au Togo (Kpodar et al. 2016) et au Rwanda
(Mukazayire et al. 2011). D’un point de vue médical, l'ictére est di a une augmentation de la

bilirubinémie, qui peut se manifester dans des pathologies liées directement au foie (ex.:
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hépatites virales, cirrhose, cholangiocarcinome, calcul biliaire), mais aussi au cours d’autres
pathologies dans lesquelles le foie n’est pas directement impliqué (ex. : anémie hémolytique,

tumeur du pancréas, paludisme) (Beers et al. 2008).

Enfin, dans notre propre culture francaise, le mot « crise de foie » peut désigner des
affections hépatiques mais également d’autres problémes tel que des désordres digestifs et des

manifestations neurologiques (Pouchelle 2007).

Un des premiers objectifs de I'’ethnopharmacologue sera donc, dans un systeme médical

donné, de comprendre la nosologie des maladies du foie et les principes thérapeutiques associés.

3.2. Méthode d’évaluation de I'activité biologique

La diversité des affections hépatiques, de leurs causes et de leurs symptomes rend difficile
la recherche d’un modele d’étude « parfait» pour évaluer [Iactivité biologique des
pharmacopées utilisées dans le traitement des maladies du foie. Cependant, plusieurs tests sont
classiqguement utilisés pour évaluer les plantes a visée hépatique. Ces tests peuvent étre classés
en deux grands groupes :

e lestestsinvitro
Ils présentent I'avantage d’étre peu couteux, faciles a mettre en ceuvre, et ils
permettent de cibler une activité spécifique. Leurs inconvénients majeurs résident
dans le fait qu’ils ne rendent pas compte de I'absorption et de la métabolisation
des molécules dans le corps humain et qu’ils se restreignent a I'étude d’une
composante d’un systéeme complexe (Houghton et al. 2007).

e Lestestsinvivo
Ils permettent d’évaluer I'effet physiopathologique de la matiere étudiée, et

offrent donc une vision globale de I'activité. Par contre, ils sont plus couteux, plus
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compliqués a mettre en place et posent des problemes éthiques (Atanasov et al.

2015).

D’apreés la littérature scientifique, les tests in vivo d’"hépatoprotection et les tests in vitro
d’activité antiproliférative sont les plus couramment utilisés (Tableau 1). Les premiers utilisent
des modeles murins, sur lesquels une hépatotoxicité est provoquée par diverses substances (le
tetrachlorure de carbone est le plus employé) et I'effet protecteur de I'extrait végétal est évalué.
Les deuxiemes utilisent des modeéles cellulaires d’hépatocarcinome humain sur lesquels on
évalue I'activité antiproliférative des extraits. D’autres méthodes complémentaires peuvent étre
employées afin de déterminer les mécanismes d’action du produit testé. Pour les tests in vitro :
induction de I'apoptose, arrét du cycle cellulaire, morphologie cellulaire, etc. Pour les tests in

vivo : activité anti-inflammatoire, effet anti-oxydant, propriété antitumorale, etc.
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Tableau 1 : Tests d’activité pharmacologiques les plus couramment utilisés pour les plantes hépatotropes

Type Activités Pathologies du Détails des tests utilisés et références
pharmacologiques foie ciblées
In vivo Anti-tumorale Cancer du foie | Etude sur des rats ayant un CHC induit par du diéthyl
nitrosamine (Boye et al. 2015). Etude sur des souris
transplantées avec des cellules cancéreuses hépatiques
(H22) (Chen et al. 2012)
Hépatoprotection Cirrhose Etude sur des rats/souris ayant une intoxication
Fibrose hépatique induite par le tétrachlorure de carbone
Hépatite (Ghaffari et al. 2013), la D-galactosamine (Luo et al.
Stéatose 2016), I'éthanol (Cao et al. 2015), I'aflatoxine B1 (Naaz,
hépatique Javed, and Abdin 2007), et I'acétaminophéne (Lin et al.
1996)
Hépatoprotection Cholestase Etude sur des rats ayant une cholestase provoquée par
hépatique I'a-naphthylisothiocyanate (Yan et al. 2015)
In vitro Anti-angiogénique Cancer du foie | Etude de l'inhibition du VEGF sur cellules endothéliales

aortique bovines (Cheng et al. 2005)

Anti-inflammatoire

Nombreuses

Etude sur macrophages murins sécrétant des cytokines

pro-inflammatoires (Chen et al. 2007)

Antimicrobien

Abces du foie

Etude sur diverses bactéries (E. coli, S. aureus,...) (de

Moura et al. 2004)

Antioxydant

Nombreuses

Etude de réaction chimique avec des radicaux libres
(DPPH, ABTS, superoxyde,..) ou d'inhibition de réaction
oxydante (test au R-caroténe, méthode du thiocyanate

ferrique) (Zhou et al. 2013)

Antiprolifératif

Cancer du foie

Etude sur cellules d'hépatocarcinome humain : HepG2
(Chaudhary et al. 2011), Hep3B (Carraz et al. 2015),
PLC/PRF/5 (Wills and Asha 2009), et SMMC7721 (Hu et

al. 2009)
Anti-viral (Anti-VHB) Hépatite B Etude sur cellules MS-G2 produisant VHB (Lee et al. 2002)
Anti-viral (Anti-VHC) Hépatite C Etude sur cellules modifiées génétiquement pour
produire VHC (Ravikumar et al. 2011)
Immunomodulation Nombreuses Etude sur cellules mononucléaires et neutrophiles

périphériques humains (Ao et al. 2009)
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La stratégie a adopter dans I’évaluation préclinique de plantes hépatotropes pourrait étre

la suivante (Butterweck and Nahrstedt 2012) :

Un premier examen de |'extrait végétal sur un modele in vivo afin de
confirmer l'usage ethnopharmacologique relevé (c-a-d test
d’hépatoprotection in vivo).

Un fractionnement bioguidé de I'extrait végétal utilisant un modele in vitro
cohérent

Une étude pharmacocinétique du composé isolé

Une évaluation du composé isolé sur modeéle in vivo

Une approche des mécanismes d’action a l'aide de technique de

pharmacologie moléculaire et/ou de tests biochimiques

Cette stratégie est particulierement utile si le but de I’étude est d’aboutir a la mise sur le

marché d’'une molécule extraite de plantes. Dans le cadre du travail ethnopharmacologique,

I’étude scientifique des médecines traditionnelles et notamment la validation de leur efficacité

et de leur innocuité ne nécessite pas forcément l'isolement de la molécule active.

3.3. Plantes hépatotropes utilisées dans le monde

Parmi les plantes les plus citées dans le traitement des maladies du foie dans le monde,

on trouve :

Le chardon-marie (Silypum marianum (L.) Gaertn., Compositae), plante originaire

d’Europe du Sud et de I’Asie mineure, utilisée en Europe depuis le IVe™ siécle avant Jésus-Christ

pour traiter les pathologies hépatobiliaires (Schuppan et al. 1999). Elle est actuellement

disponible dans une spécialité pharmaceutique (Legalon®), indiquée dans le traitement des

hépatopathies. Son activité est due a un mélange de flavonolignanes : la silymarine (Ghosh et al.

2011). La silymarine a démontré une activité hépatoprotectrice sur des modeéles in vivo dont
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I’"hépatotoxicité a été induit par de I’éthanol, de I'acétaminophene, du tétrachlorure de carbone
et un champignon toxique : Amanita phalloides (Ghosh et al. 2011). Ces flavonolignanes
possedent également des activités anti-fibrotique, antioxydante, anti-inflammatoire,
cytoprotectrice, anti-angiogénique, et anti-tumorale (Zhang, Sun, and Wang 2013). Par ailleurs,
plusieurs essais cliniques ont été entrepris et ils semblent montrer une amélioration des
fonctions hépatiques chez des patients alcooliques chroniques, et un effet protecteur dans la

réponse inflammatoire au virus de I’"hépatite C (Ghosh et al. 2011).

La réglisse (Glycyrrhiza glabra L., Leguminosae), plante originaire du bassin
méditerranéen, de Russie et d’Asie mineure, est connue pour ses propriétés hépatoprotectrices
et plus particulierement pour ses effets sur les hépatites virales. Elle est présente dans les
pharmacopées européenne, chinoise, japonaise et indienne (Levy, Seeff, and Lindor 2004; Luk et
al. 2007; Thyagarajan et al. 2002). L’acide glycyrrhizique (aussi appelé glycyrrhizine) présent dans
la racine est responsable de I'activité pharmacologique (Asl and Hosseinzadeh 2008). Ses
propriétés hépatoprotectrices ont été montrées sur modéles murins en présence de
tétrachlorure de carbone, d’acétaminophene, et de D-galactosamine. De plus, la glycyrrhizine a
montré une activité anti-virale in vitro contre le virus de I’hépatite A, le virus de I’hépatite B et le
virus de I’hépatite C (Asl and Hosseinzadeh 2008). Des essais cliniques ont ainsi montré que la
prise de glycyrrhizine pouvait prévenir I'apparition d’un CHC chez les patients atteints d’hépatites
Cchroniques (Hidaka et al. 2007; Levy, Seeff, and Lindor 2004). Cependant, des effets secondaires

ont été observés a cause de 'activité minéralocorticoide de la plante.

Plus spécifique aux régions tropicales et en particulier a I'Asie, Phyllanthus amarus
Schumach. & Thonn. (Phyllanthaceae), est une plante tres utilisée pour traiter la jaunisse et
divers pathologies hépatiques. Elle est employée en Chine et en Inde ou elle fait partie de diverses
préparations hépatoprotectrices : Hepatomed?®, Livfit®, Tefroliv® (Ghosh et al. 2011; Levy, Seeff,
and Lindor 2004). Bien que des composés hépatoprotecteurs (phyllanthine, hypophyllanthine)
aient été isolés de la plante, ce sont principalement des études sur la plante entiere qui ont été

réalisées. Ainsi, |'extrait aqueux et éthanolique de la plante a montré des effets
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hépatoprotecteurs sur souris intoxiquées par de I'aflatoxine B1, du tétrachlorure de carbone et
du nimésulide (Ghosh et al. 2011; Naaz, Javed, and Abdin 2007). (Rajeshkumar and Kuttan 2000)
ont par ailleurs mis en évidence une augmentation de la durée de vie de rats atteints de CHC et
traités par un extrait aqueux de la plante. Dans une analyse de 22 essais cliniques, (Liu, Lin, and
Mclntosh 2001) concluent a un effet anti-HBV et une amélioration des analyses biochimiques du
foie de la plupart des études, et proposent d’utiliser la plante en combinaison avec les

thérapeutiques conventionnels (ex. : interféron a).

Viennent ensuite : le rhizome de Picrorhiza kurroa Royle ex Benth. (Plantaginaceae)
utilisé en médecine ayurvédique ; le rhizome de Curcuma longa L. (Zingiberaceae) utilisé en Asie
et dont on aisolé le principe actif : la curcumine ; les fruits de Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.
(Schisandraceae) employés en Chine et au Japon, dont la schisandrine constitue la molécule
bioactive ; ou encore la plante entiére d’Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees (Acanthaceae)
trés utilisé en Asie et particulierement en Inde, et dont I'andrographolide constitue le chef de file
des molécules actives (Ghosh et al. 2011; Thabrew and Hughes 1996; Zhang, Sun, and Wang
2013).

3.4. Revue de la littérature en Asie du Sud-Est

Une revue de la littérature a été réalisée afin d’identifier les especes employées dans les
maladies du foie en Asie du Sud-Est, et plus particulierement au Cambodge, et ainsi déterminer

les espéces les plus citées.

3.4.1. Critéres d’inclusion

Une recherche bibliographique aussi exhaustive que possible a été réalisée en consultant

des ouvrages disponibles dans les bibliothéques cambodgiennes (Institut Francais du Cambodge
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a Phnom Penh, Bibliothéque Nationale du Cambodge & Phnom Penh, Centre d’Etudes Khmers a
Siem Reap et Ecole francaise d’Extréme Orient a Siem Reap), laotiennes (Institut Francais du Laos
a Vientiane, Bibliothéque Nationale du Laos a Vientiane) et francgaises (Bibliotheque du Centre
Pompidou a Paris, Bibliothéque Universitaire des Langues et Civilisations a Paris). Les livres,
theses, mémoires, et rapports ayant trait a la médecine traditionnelle, a la botanique, ou a
I’ethnobotanique en Asie du Sud-Est ont été analysés (Voir Annexe 2 pour une liste des
documents de source cambodgienne analysés).

Des bases de données électroniques ont également été consultés: Pubmed, Google
Scholar, Web of Science, en utilisant les mots-clés suivants : “traditional medicine”, “medicinal
plants”, en combinaison avec des termes relatifs aux maladies du foie : “liver”, “jaundice”,
“icterus”, “hepatitis” ; et des noms de régions ou pays: “Southeast Asia”, “Cambodia”, “Laos”,
“Vietham”, “Thailand”, “Southern China”.

Pour chaque plante, différentes informations ont été relevées : nom de genre, nom
d’espece, nom de famille, partie de plantes utilisées, usages thérapeutiques, nom du pays dans
lequel la plante est utilisée, nombre de références citant la plante. Les noms de plantes extraites
de cette analyse ont ensuite été vérifiés avec la base de données The Plant List

(http://www.theplantlist.org/), puis rentrés dans un fichier Excel.

3.4.2. Résultats de I'analyse

Au total, 45 publications parues entre 1930 et 2016 ont été analysées dont 23 livres, 18
articles scientifiques, 2 theses de doctorat et 2 mémoires. 378 espéces de plantes appartenant a
112 familles botaniques ont été relevées.

Les références consultées sont de source cambodgienne (19 documents, 42,2%),
laotienne (7, 15,6%), thailandaise (7, 15,6%), viethamienne (5, 11,1%), et chinoise (3, 6,7%).
Quatre publications ont pour sujet I’Asie du Sud-Est en général.

37 termes différents ont été utilisés pour qualifier les pathologies du foie dont : maladie
du foie (267 citations, 48,5%), jaunisse (157, 28,5%), hépatite (104, 18,9%), ictere (18, 3,3%),
cirrhose (13, 2,4%), hépatomégalie (11, 2%), ascite (10, 1,8%), et infection du foie (6, 1,1%).
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Les familles les plus citées sont : les Leguminosae (39 plantes citées), les Compositae et
les Rubiaceae (17), les Apocynaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae, et Poaceae (13).
Les genres botaniques les plus représentés sont : Clerodendrum, Croton et Senna (5

especes citées pour chaque), suivis par Caesalpinia, Ficus, Phyllanthus et Polygonum (4).

Pour analyser ces données, deux indices ont été utilisées : le premier (1) correspond au
nombre de publications (extraits de la revue bibliographique) qui mentionne l'usage d’une
espece donnée pour une pathologie du foie, et le deuxieéme (I) est le nombre de pays dans lequel
est reporté l'usage d’une espece donnée pour une pathologie du foie (Tableau 2). Pour une
espece donnée, ces deux indices permettent de définir un score (S) de convergence d’usage

bibliographique et de diffusion géographique :

S=|1X|2

Au final, les espéces de plantes présentant le score le plus élevé sont : Curcuma longa L.
(5=28), Oroxylum indicum (L.) Kurz (S=24), Melastoma sanguineum Sims (S=18), Orthosiphon
aristatus (Blume) Miq. (5=18), Senna alata (L.) Roxb. (S=18), Willughbeia edulis Roxb. (5=16), et
Phyllanthus urinaria L. et (5=16).

Ce score permet la sélection de plantes dont I'usage traditionnel dans les maladies du foie
est culturellement et géographiquement répandu. Il serait donc intéressant d’approfondir
I'étude de ces espéces afin de valider leur mode d’action dans le cadre des pathologies

hépatiques, ainsi que de standardiser leur usage.
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Tableau 2 : Espeéces les plus citées (11 élevé) dans la littérature d’Asie du Sud-Est pour traiter les pathologies

hépatiques

Nom et famille

scientifique

Partie de plantes

utilisées

Nombre de citations

(1)

Noms des pays ou la

plante est utilisée

Nombre de pays
(12)

Melastoma sanguineum

Fleur / Plante

Sims 9 Cambodge, Laos 2
entiére / Racine
MELASTOMATACEAE
Phyllanthus urinaria L.
Plante entiere 8 Cambodge, Vietnam 2
PHYLLANTHACEAE
Willughbeia edulis Roxb. Latex / Liane /
8 Cambodge, Malaisie 2
APOCYNACEAE Racine
Curcuma longa L. Cambodge, Chine,
Rhizome 7 4
ZINGIBERACEAE Thailande et Vietnam
Piper retrofractum L.
Fruit 7 Cambodge 1
PIPERACEAE
Muntingia calabura L. Feuille / Fleur /
6 Cambodge 1
MUNTINGIACEAE Racine
Oroxylum indicum (L.) Kurz Bois / Ecorce / Cambodge / Chine /
6 4
BIGNONIACEAE Graine / Racine Laos / Vietnam
Orthosiphon aristatus
Cambodge / Laos /
(Blume) Mig. Plante entiere 6 3
Vietham
LAMIACEAE
Senna alata (L.) Roxb. Bois / Branche / Cambodge / Laos /
6 3
LEGUMINOSAE Feuille Vietnam
Alstonia scholaris (L.) R. Br. Cambodge /
Racine 5 2
APOCYNACEAE Thailande
Cananga latifolia (Hook.f.
& Thomson) Finet &
Bois 5 Cambodge 1
Gagnep.
ANNONACEAE
Cyperus rotundus L.
Racine 5 Cambodge / Chine 2

CYPERACEAE

56




Introduction Générale / 3. Pharmacopées traditionnelles et pathologies du foie

Nom et famille

Partie de plantes

Nombre de citations

Noms des pays ou la

Nombre de pays

scientifique utilisées (12) plante est utilisée (I2)
Hydnophytum formicarum
Jack Rhizome 5 Cambodge 1
RUBIACEAE
Momordica charantia L. Cambodge /
Fruit / Feuille 5 3
CUCURBITACEAE Indonésie / Thailande
Tamarindus indica L. Bois / Ecorce / Fruit Cambodge /
LEGUMINOSAE mar > Indochine ?

3.4.3 Discussion ethnopharmacologique sur les espéeces les

plus citées dans la bibliographie

Figure 12 : Melastoma sp.

Melastoma sanguineum Sims est un

arbuste de 1,5 a 3 metres de hauteur de la

famille des Melastomataceae, originaire des

régions tropicales et subtropicales d’Asie du

Sud-Est (Figure 12). La racine est utilisée

traditionnellement dans les maladies du foie,

la jaunisse et les hépatites au Cambodge et au

Laos. Peu d’études ont décrit les composés

chimiques et les activités biologiques de la

plante (Lee et al. 2013). Seule I'activité anti-

oxydante de ces fruits a été démontré en utilisant des tests in vitro FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power) et TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (Fu et al. 2010). Au niveau

du genre, I'extrait méthanolique de I'espéce Melastoma malabathricum L. a démontré une

activité hépatoprotectrice in vivo, qui serait due aux propriétés anti-inflammatoires et

antioxydantes de la plante (Mamat et al. 2013). Etant donné le faible nombre d’études

scientifiques et le fort nombre de citations dans le traitement des maladies du foie, un examen

57




Introduction Générale / 3. Pharmacopées traditionnelles et pathologies du foie

approfondi de la plante se révele nécessaire pour confirmer son usage traditionnel, et comparer

son activité aux autres espéces du méme genre’.

Phyllanthus urinaria L. est une plante
herbacée pantropicale de la famille des
Phyllanthaceae pouvant aller jusqu’a 80 cm de
hauteur (Figure 13). Dans notre étude
bibliographique, la plante entiére est utilisée
pour soigner les maladies hépatobiliaires et Ia
jaunisse au Cambodge et au Vietnam. En Inde,
cette espéce est traditionnellement utilisée
dans le traitement de I'hépatite B et de diverses

affections du foie (Fang, Rao, and Tzeng 2008).

Figure 13 : Phyllanthus urinaria

(Patel et al. 2011) indique que P. urinaria est souvent confondu avec P. amarus et P. niruri en

médecine ayurvédique du fait de leur morphologie similaire. L'effet hépatoprotecteur de ces

différentes espéces a donc été comparé et il a été montré que toutes ces espéces possédent des

activités similaires et peuvent donc étre utilisées d’une maniére interchangeable (Prakash et al.

1995). L'extrait aqueux et hydrométhanolique de P. urinaria a par ailleurs prouvé une activité

antiproliférative sur cellules cancéreuses hépatiques (Chudapongse, Kamkhunthod, and

Poompachee 2010; Huang, Yang, and Pang 2004). L'usage de cette espéce en Asie du Sud-Est est

donc corroboré par son utilisation pour les mémes indications dans d’autres régions, et par son

activité biologique in vitro et in vivo.

7 Dans la littérature, seul I'espéce M. sanguineum est mentionné pour le traitement des maladies du foie. Dans la
pratique, (Schmitt 2004) note que plusieurs plantes du méme genre (M. normale, M. saigonense, M. sanguineum)
portent une méme dénomination vernaculaire et pourraient donc étre utilisées d’une maniére interchangeable par

les tradipraticiens.
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Willughbeia edulis Roxb. est une liane de la famille
des Apocynaceae, endémique a I’Asie du Sud-Est et dont
les fruits sont comestibles (Figure 14). La liane et la racine
sont employées dans le traitement des maladies du foie,
des hépatites et de la jaunisse au Cambodge et en
Malaisie. A ce jour, aucune évaluation pharmacologique
relative a ces effets hépatoprotecteurs n’a été réalisée.
Seule son activité contre I'infection au virus de I’herpes
(HSV-1) a été mesurée (Lipipun et al. 2003). L’activité de

Figure 14 : Willughbeia edulis (en haut :

fruits, en bas : feuilles) cette liane mériterait donc d’étre évaluée in vitro et in

vivo sur différents modeéles hépatiques.

Curcuma longa L. est une plante herbacée a rhizome
charnu de la famille des Zingiberaceae, cultivée dans toute
I’Asie et principalement en Inde et en Chine (Figure 15). Le
rhizome est utilisé dans le traitement des hépatites, de la
jaunisse et du cancer du foie dans de nombreux pays d’Asie
du Sud-Est. Le principe actif de la plante, la curcumine, a
démontré des effets protecteurs sur différents modeles
murins d’hépatotoxicité (intoxication hépatique induite par
I’acétaminophene, [I'aflatoxine B1, [I'éthanol et le Figure 15 : Rhizome de Curcuma longa
tétrachlorure de carbone). L'effet hépatoprotecteur de la
curcumine est di a l'inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires et a 'activité
antioxydante (Ghosh et al. 2011). Par ailleurs, la curcumine inhibe le développement et la
progression du cancer, en agissant sur plusieurs stades de la carcinogénése (initiation,
progression et promotion). Plusieurs essais cliniques ont été réalisés ou sont actuellement en
cours pour le traitement de diverses pathologies (cancer colorectal, cancer de la vésicule biliaire,
cancer du pancréas, maladie d’Alzheimer, psoriasis). Aussi, une étude de phase | chez des

patients présentant des Iésions précancéreuses montrent I'absence de toxicité de la molécule
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(Hatcher et al. 2008). L'utilisation traditionnelle de cette espece en Asie du Sud-Est est donc

appuyée par une littérature abondante sur ses activités pharmacologiques.

Piper retrofractum L. est une plante herbacée de la

famille des Piperaceae originaire d’Asie du Sud-Est, et

cultivée en Chine, Indonésie et au Cambodge (Figure 16).

Le fruit est employé au Cambodge pour le traitement de

la jaunisse et des cedemes consécutifs aux maladies du

foie. L'extrait méthanolique et acétonique du fruit ont

Figure 16 : Piper retrofractum (extrait de
Lim, 2012)

démontré une activité hépatoprotectrice sur des souris

traitées par la D-galactosamine. L'extrait méthanolique

de la tige possede une propriété antioxydante, antiinflammatoire, analgésique et diurétique.

Enfin, I'extrait aqueux du fruit ne présente pas de toxicité aiglie ni subaigué sur modéle murins

(Lim 2012). Des essais complémentaires pourraient étre envisagés sur le fruit pour déterminer

son activité antiproliférative sur modeles d’hépatocarcinome humain in vitro.

Muntingia calabura L. est un arbre de 3 a 12 metres
de hauteur originaire d’Amérique du Sud, et la seule espéce
appartenant au genre Muntingia de la famille des
Muntingiaceae (Figure 17). La racine et les feuilles sont
utilisées dans le traitement des maladies du foie au
Cambodge. La plante est également employée en Amérique
latine dans le traitement des pathologies hépatiques. Les
extraits de feuilles de M. calabura ont montré une activité
antioxydante, anti-inflammatoire, antipyrétique et

antibactérienne (notamment sur des especes du genre

Figure 17 : Muntingia calabura (extrait
de florafaunaweb)

Staphylococcus) (Rofiee et al. 2015). L'extrait méthanolique de feuilles posséde un effet

hépatoprotecteur in vivo et antiproliférative in vitro sur différentes lignées cellulaires
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cancéreuses (Mahmood et al. 2014). Puisqu’aucune étude n’a été réalisée sur modeles

d’hépatocarcinome in vitro, cette activité pourrait étre évaluée sur les feuilles et les racines.

Figure 18 : Oroxylum indicum

Oroxylum indicum (L.) Kurz est un arbre de la famille des
Bignoniaceae présent en Asie tropicale (Figure 18). L’écorce et le
bois sont employées au Laos, au Cambodge, en Chine et au
Vietnam pour soigner la jaunisse. Il est également utilisé en Inde
pour traiter la jaunisse et les hépatites virales. Différentes extraits
du tronc et de |'écorce ont montré une activité anti-
inflammatoire, antimicrobienne et antioxydante (Dinda et al.
2015). L'extrait méthanolique, éthanolique et aqueux de I'écorce
et du bois présente une activité hépatoprotectrice in vivo
(Tripathy et al. 2011). Par ailleurs, deux composés isolés de la
plante : I'oroxyline A et la baicaléine ont montré une activité

antiproliférative in vitro sur cellules cancéreuses hépatiques

(HepG2) (Hu et al. 2006; Kinjo et al. 2006). Etant donné son utilisation traditionnelle dans les

hépatites virales, une étude de ces propriétés anti-HBV et anti-HCV pourrait étre envisagée.

Orthosiphon aristatus (Blume) Miq. est une plante

herbacée de la famille des Lamiaceae, originaire d’Asie du Sud-Est
(Figure 19). La plante entiere est utilisée dans le traitement des
hépatites et de la jaunisse au Cambodge, au Laos et au Vietnam.
Elle est inscrite a la pharmacopée européenne pour ses propriétés
diurétiques. Différents extraits de la plante entiére ont montré un

effet analgésique, anti-inflammatoire, antipyrétique, antioxydant

Figure 19 : Orthosiphon aristatus

et diurétique (Ameer et al. 2012). Son activité hépatoprotectrice a également été prouvée sur

modeles murins traités par du thioacétamide (Alshawsh et al. 2011). Une fraction de I'extrait

aqueux de feuilles a été testée pour son activité sur cellules cancéreuses hépatiques (HepG2) et
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montre un faible effet antiprolifératif (Salleh et al. 2011). Ces informations confirment I'usage

traditionnel de cette espéce dans les maladies du foie.

Senna alata (L.) Roxb. est un arbuste

pantropical appartenant a la famille des

Leguminosae (Figure 20). La tige et les feuilles

sont employées au Cambodge et au Vietham

pour traiter les hépatites et les ictéres. Les

feuilles sont aussi utilisées dans différentes

régions du monde (Martinique, Ouganda, Togo)

pour le traitement des maladies du foie et de la

Figure 20 : Senna alata jaunisse (Hennebelle et al. 2009; Kpodar et al.
2016). Des extraits de feuille ont montré une
activité analgésique, anticancéreuse, anti-inflammatoire, antioxydante et antimicrobienne.
L'activité hépatoprotective d’extraits de feuilles et de fleurs a été prouvée in vivo (Lim 2014). Une
activité cholérétique a également été montré (Hennebelle et al. 2009). Aucune étude n’étant été

réalisée sur cellules cancéreuses hépatiques, des examens complémentaires pourraient étre

effectués afin de compléter les informations disponibles.

Au final, sur les 9 especes de plantes les plus citées dans la littérature d’Asie du Sud-Est
pour le traitement des maladies du foie, trois plantes (Curcuma longa, Orthosiphon aristatus,
Phyllanthus urinaria) sont déja bien connues et étudiées pour leurs propriétés relatives aux
maladies du foie, quatre plantes (Muntingia calabura, Oroxylum indicum, Piper retrofractum,
Senna alata) pourraient faire 'objet d’examens pharmacologiques complémentaires, et enfin
deux plantes (Melastoma sanguineum et Willughbeia edulis) devraient étre étudiées d’une

maniére approfondie sur le plan phytochimique et pharmacologique.
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Chapitre 1 : Etude épidémiologique rétrospective de dossiers patients

CHAPITRE 1 : ETUDE
EPIDEMIOLOGIQUE
RETROSPECTIVE DE DOSSIERS
PATIENTS

1. Contexte et objectifs

Au début de notre étude, le virus de I’hépatite B était considéré comme facteur de risque
prédominant du cancer du foie dans la région indochinoise. Au Cambodge, le cancer du foie est
la premiére cause de déces par cancer tous sexes confondus dans le pays, ainsi que le premier

cancer en termes de morbidité et de mortalité chez les hommes&.

Ces données sont basées sur une projection estimative a partir de la situation observée
dans les pays voisins, et ne s’appuient pas sur les données intrinséques du pays. En effet, di en
grande partie a un contexte historique récent difficile et des moyens limités, le manque d’outils
de surveillance épidémiologique et I'absence de registres des cancers ont empéché le recueil et

I'analyse de ces informations.

Afin de déterminer les facteurs de risque majoritaires des patients atteints d’'un cancer
du foie au Cambodge et de préciser leurs profils sociodémographique, clinique et biologique, nos
travaux se sont focalisés sur I'étude de dossiers médicaux de patients cancéreux de I’hopital

Calmette de Phnom Penh, I'un des deux seuls hdpitaux référents en cancérologie dans le pays®.

8 Informations extraites du site internet : http://globocan.iarc.fr
9 ’autre hépital spécialisé en cancérologie au Cambodge est I’hdpital de I’Amitié khméro-soviétique situé a8 Phnom
Penh.
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2. Matériels et Méthodes

Une étude d’épidémiologie clinique rétrospective des patients ayant développé un cancer
du foie a été réalisée dans deux services de I’'Hbpital Calmette : le service de cancérologie et le

service d’hépato-gastroentérologie™®.

Un total de 553 dossiers patients extraits des archives de ces services ont été révisées
pour une période couvrant pratiquement 13 ans (de janvier 2003 a mai 2015). Les informations
disponibles incluaient des données sociodémographiques, des manifestations cliniques, des
analyses biologiques, des examens d’imagerie, les méthodes de diagnostic, ainsi que les

traitements alloués.

3. Principaux résultats

Sur les 553 dossiers étudiés, 511 patients ont développé un carcinome hépatocellulaire
(CHC) et 42 un cholangiocarcinome (CCA). Parmi les 511 cas de CHC, 44,3% étaient infectés par
le virus de I'hépatite B, 43% par celui de I’hépatite C et 43,2% ont mentionné boire de I’alcool
régulierement.

Par ailleurs, le diagnostic reposait essentiellement sur I’association de I’échographie et de
la mesure de l'alpha-feetoprotéine (AFP). Peu d’histoires cliniques faisaient intervenir des
méthodes d’imagerie telles que la tomodensitométrie (CT scan) [15,8% des patients] et I'imagerie
par résonance magnétique (IRM) [0,2%]. Les prélevements de tissus biologiques comme la
biopsie ne furent pas pratiqués [0%)], alors que cela constitue pourtant une méthode de référence

du diagnostic.

Enfin, les stratégies thérapeutiques employées comprenaient essentiellement le

traitement palliatif des patients dans 84% des cas de CHC et 73,8% des cas de CCA. Seulement

10 En Annexe 3 sont rassemblés les documents autorisant I'étude sur le territoire cambodgien. Ils ont été fournis
par I’hopital Calmette et par le Comité National d’Ethique pour la Recherche en Santé Publique (NECHR) du
Cambodge
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2% des patients ont été traités chirurgicalement (hépatectomie), et aucun n’a subi de

transplantation hépatique.

4. Discussion et conclusion

Tout d’abord, les résultats de notre étude mettent en lumiére le manque de moyens
matériels et techniques disponibles dans les hopitaux cambodgiens, du moins a I’Hopital
Calmette. Ces informations indiquent que la prise en charge des patients atteints de cancer du
foie dans le pays ne suit pas les recommandations internationales, et est largement insuffisant

par rapport aux standards internationaux.

Aussi, la proportion similaire de patients CHC porteurs du VHB et de patients porteurs du
VHC suggére une importance proportionnelle du virus de I'"hépatite C en tant que facteur de
risque. Cette forte incidence peut s’expliquer par une contamination importante de la population
par le virus de I’hépatite C, notamment a cause des pratiques de soins inappropriées, tel que la
mauvaise stérilisation des équipements médicaux, I'absence de controle qualité et de recyclage,

et l'utilisation de pratiques d’injections a risque.

Toutes ces informations devraient permettre aux autorités locales de mettre en place
des études épidémiologiques plus poussées pour confirmer la forte prévalence du virus de
I'hépatite C parmi les cas de cancer du foie au Cambodge, mais également d’améliorer le
dépistage des populations a risque de développer un cancer du foie, ainsi que d’instaurer des
mesures de prévention afin de diminuer la transmission des agents a risque et la consommation

de boissons alcoolisées.

Ce travail s’est traduit par la rédaction d’un article soumis le 22 décembre 2015 a la revue
scientifique internationale indexée Oncology, publié dans cette méme revue le 2 Juin 2016 aprés

révision, et intitulé :
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Article 1. « A 13-Year Retrospective Study on Primary Liver Cancer in Cambodia: A Strikingly
High Hepatitis C Occurrence among Hepatocellular Carcinoma Cases »

Francgois Chassagne, Teresa Rojas Rojas, Stéphane Bertani, Geneviéve Bourdy, Sokha Eav, Eloy

Ruiz, Pascal Pineau & Eric Deharo.

L'article est présenté ci-dessous in extenso dans sa forme originale.
L’article est disponible en libre acces a I'adresse internet suivante :

https://www.karger.com/Article/FullText/446398
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Abstract

Objectives: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the main
type of primary liver cancer (PLC) worldwide, but cholangio-
carcinoma (CCA) may be predominant in some specific re-
gions of Southeast Asia. The aim of the present study was to
delineate a pattern of Cambodian PLC patients attending
the Calmette Hospital in the Cambodian capital Phnom
Penh. Materials and Methods: A total of 553 medical charts
diagnosing PLCs from January 2003 to May 2015 were ob-
tained from both the Oncology and Hepato-Gastroenterol -
ogy Departments of the Calmette Hospital. Results: HCC
was the predominant type of PLC recorded, with 511 cases

{92.49%), whereas CCA represented merely 7.6% (42 cases) of
the overall series. Hepatitis B virus (HBV; 44.3%) and hepati-
tis Cvirus (HCV; 43%) infection rates were similar among the
HCC patients, while small subsets of CCA patients were in-
fected with HBV (15.4%) or HCV (11.5%). Most HCC (84%)
and CCA (73.8%) patients received palliative treatment only.
Conclusion: The present study indicates that HCC is the
main form of primary hepatic neoplasm among PLC pa-
tients attending a hospital in Cambodia. HBY and HCV infec-
tions represented equivalent burdens and major contribut-
ing factors to HCC. Therefore, the implementation of pre-
vention programs for these infectious agents should
become a priority for health policy makers in the country.
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Introduction

Primary liver cancer (PLC) is associated with a high
mortality rate; it is the second cause of cancer-related
death worldwide [1]. Along with Sub-Saharan Africa,
Eastern and Southeastern Asia represents a major region
of incidence of the disease, ranking respectively first and
second, both in terms of incidence and mortality [2]. In
Cambodia, very little data about the cancer burden is cur-
rently available. According to the estimates available, 20%
of all male cancers in the country are PLCs, making it the
most frequent tumor in Cambodian men [3, 4].

Hepatocellular carcinoma (HCC) and cholangiocarci-
noma (CCA) are the two main histologic types of PLC [5].
HCCis globally known as the leading form of liver cancer
and accounts for up to 85% of incidences worldwide [6].
However, CCA represents the predominant form of PLC
in some specific regions of Southeast Asia. For instance,
CCA is responsible for 90% of the liver cancer cases mon-
itored in the Khon Kaen province of Thailand [7-9].

Hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV)
are considered to be the main etiological factors for HCC.
These two infectious agents are estimated to be respon-
sible for more than three quarters (78%) of the HCC cas-
es worldwide [10]. In Southeast Asia, which is a highly
endemic area for HBV, the major risk factor for HCC is
chronic HBV infection [2, 11]. So far, the number of cas-
es of HCC related to HCV infection in the region was
poorly known and considered to be of marginal signifi-
cance when compared with that linked to HBV [10]. Con-
cerning the risk factor for CCA, it results largely from the
infection with the liver fluke Opisthorchis viverrini en-
demic to Cambodia, Laos, Thailand, and Vietnam [8, 9,
12]. According to the International Agency for Research
on Cancer (IARC), 6 million people are infected with O.
viverrini in Thailand, 2 million in Laos, and 600,000 in
Cambodia [13].

In Cambodia, hepatitis B surface antigen (HBsAg) se-
roprevalence in the general population is estimated at be-
tween 7.7 and 13%, whereas the hepatitis C antibody se-
roprevalence range is between 2.3 and 14.7% [4, 14-18].
Concerning the liver fluke, a high parasitic prevalence has
been recorded in some provinces, especially in Kampong
Cham, Kampong Thom, Kandal, Kratie, and Takeo prov-
inces. In these regions, infestation rates among the gen-
eral population range from 1.3 to 65.1% [19-22].

With the exception of a single study that aimed to de-
scribe the clinical and demographic features of Cambo-
dian HCC patients at a single center [4], no data have
been published on CCA and HCC tumor presentation in
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this country. Therefore, the present work was carried out
with the objective of describing and comparing the clini-
co-epidemiological features of both CCA and HCC in
Cambodian patients attending the Calmette Hospital
(Phnom Penh, Cambodia) over a 13-year period.

Materials and Methods

The Department of Oncology of the Calmette Hospital, was
opened in 2012. Prior to 2012, the Department of Hepato-Gastro-
enterology was in charge of attending to the PLC patients. We thus
carried out a retrospective study of the archives of these two de-
partments in order to collate the PLC medical charts that had been
compiled over analmost 13-year period from January 2003 to May
2015.

A total of 553 medical charts of PLC patients were reviewed.
The data provided on paper, such as medical reports, daily follow-
up sheets, laboratory and imaging results, were extracted from the
patients’ files available in each department and recorded in Excel
file version 2013 (Microsoft). Sociodemographic information,
clinical manifestations, biclogical analyses, medical imaging,
method of diagnosis, and treatment outcomes were also moni-
tored and compiled into the database.

However, due to poor resources in the country, none of the files
examined included all items listed above. As a consequence, sero-
logical parameters, biochemistry analyses, diagnostic imaging, and
therapeutic options were not always available (ranging from 60% for
the y-glutamyl transpeptidase level to 100% for clinical features).

The diagnosis of HCC at the Calmette Hospital was based on
clinical, biochemical, and imaging criteria. The three decisive fea-
tures were: (1) the presence of liver cirrhosis and signs of neoplas-
tic disease in an alcoholic patient or a patient chronically infected
with HBV or HCV, (2} a-fetoprotein (AFP) >350 ng/ml, and (3}
nodule size over 20 mm (by ultrasound examination). In other
cases (AFP <350 ng/ml and/or nodule size ranging between 10 and
20 mm), the diagnosis was made using computed tomography
showing a typical arterial pattern. Regarding clinical symptoms,
ascites, portal hypertension, jaundice, liver mass at palpation, hep-
atomegaly, liver collateral circulation, splenomegaly, hemorrhag-
es, bruises, encephalopathy, pain, and weight loss were the most
frequent features found in patients. In the case of CCA patients,
the diagnosis was predominantly made based on personal back-
ground (presence of primary sclerosing cholangitis), clinical fea-
tures (jaundice, pale stool, dark urine, and pruritus), biochemical
parameters (elevation in total bilirubin, direct bilirubin, and ami-
notransferases) suggesting a biliary obstruction, the presence of
tumor markers (elevation in CEA and CA 19-9, and normal AFP)
as well as on ultrasound examination (biliary ductal dilatation and
related mass lesion) and on the results of the CT scan (bile duct
dilatation and tumor mass).

Differential diagnosis between HCC and CCA was based on
several criteria: personal background and risk factors (chronic
HBV/HCYV infection, alcohol consumption), clinical features (liv-
er cirrhosis, signs of portal hypertension, signs of biliary obstruc-
tion, ascites), laboratory parameters (transaminases, bilirubin,
AFP, CEA, CA 19-9), and imaging techniques {location and size of
the mass, enhancement pattern).
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Table 1. Characteristics of the HCC and

CCA patients Patients characteristics HCC patients CCA patients
Overall subjects
Total number 511 (92.4%) 42 (7.6%)
Age (n = 511/42), years
Mean + 5D 58.1+11.9 62.3+11.9
Range 28-91 40-90
Sex (n=511/42)
Male 369 21
Female 142 21
Sex ratio 26 1
Symptoms and signs (n = 511/42)
Abdominal pain 263 (51.4%) 25 (59.5%)
Ascites 340 (66.5%) 12 (28.6%)
Asthenia 132 (25.8%) 0 (21.4%)
Fever 69 (13.5%) 7 (16.7%)
Gastrointestinal bleeding 168 (32.9%) 1(2.4%)
Hepatomegaly 226 (44.2%) 9 (21.4%)
Jaundice 131 (25.6%) 31 (73.8%)
Edema 37 (7.2%) ND
Pruritus 6(1.2%) 11 (26.2%)
Splenomegaly 278 (54.4%) 5(11.9%)
Associated disorders and risk factors
Alcohol d.l'inkillg (n = 324/30) 140 (43.2%) 4 (13.3%6)
Chronic HBV infection only (n = 467/26) 207 {44.3%) 4 (15.4%)
Chronic HCV infection only (n = 467/26) 201 (43.0%) 3(11.5%)
Chronic HBV/HCY infection (n = 467/26) 20 (4.3%) 0
Cirrhosis (n = 460/24) 454 (98.7%) 9 (37.5%)
Diabetes (n = 457/35) 90 (17.6%) 4(11.4%)
Hypertension (n = 456/35) 102 (20.0%) 7 (20.0%)

Unless otherwise indicated the values represent the number. Mean values are associated
with the standard deviation (SD). The sex ratio was calculated as males:females. n = Total
number of HCC patients/CCA patients with data available; ND = not determined.

Imaging modalities included mostly ultrasonography testing
for 94.3% HCC patients and 94.1% CCA patients, while only 15.2%
HCC patients and 58.8% CCA patients had a computed tomogra-
phy scan. Neither liver biopsy nor magnetic resonance imaging
was performed.

Regarding the clinical chemistry, laboratory analyses were per-
formed in the Biochemistry Department of the Calmette Hospital,
where the following parameters were determined: y-glutamyl trans-
peptidase, alkaline phosphatase, aspartate and alanine aminotrans-
ferase, bilirubin, prothrombin time, hemoglobin, albumin, and
AFP. It should be noted that, until 2014, the AFP level was indicated
as ">350 ng/ml’ for each value above 350 ng/ml in the biological re-
port. Thus, no fully accurate data were available for this parameter.

Other information, which would have been useful for the study,
including tumor grade, infection by O. viverrini, atlatoxin con-
tamination, arsenic exposure, type of alcohol consumed, pack-year
units for cigarette smoking, and associated disorders (except dia-
betes and hypertension), was not present in the medical records.
Moreover, no precise information was given for the serological
tests used in the diagnosis of HBV and HCV.

Different statistical analyses were performed according to the
set of data analyzed. Data were recorded in Microsoft Excel 2013
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(Microsoft) and later analyzed using SPSS Statistic software ver-
sion 22.0 (IBM). Comparisons between groups (numerical data)
or proportions (categorical data) were realized using the Student
t test or Mann-Whitney test, ANOVA and the Fisher exact test as
appropriate. Results of the analysis were considered statistically
significant if the probability of occurrence by chance was less than
5%. The free and open-source QGIS software version 2.8.2 was
used to elaborate repartition maps.

The study was carried out in accordance with the ethical prin-
ciples of the Declaration of Helsinki and was approved by the Na-
tional Ethics Committee for Health Research under the guidance
of the Ministry of Health of Cambodia in January 2015.

Results

Descriptive Characteristics of the 553 Patients

Out of the 553 patients included, 511 (92.4%) had a
diagnosis of HCC and 42 (7.6%) were diagnosed with
CCA. The demographic characteristics of HCC and CCA
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Fig. 1. Age distribution of the 511 HCC (a) and 42 CCA (b) patients admitted to the Calmette Hospital between 2003 and 2015.

patients as well as the clinical manifestations, risk factors,
and associated disorders are given in table 1.

Of the HCC patients, a large majority (76.9%) were
more than 50 years old. The distribution of the data was
fairly symmetrical (i.e., skewness coefficient = -0.04). Of
the 42 CCA patients, 81% were more than 50 years old
(fig. 1).

A large subset of the HCC patients was farmers (n =
136; 33.6%), whereas a majority of CCA patients were
housewives or unemployed (n = 14; 40%). Professions of
the remaining HCC cases were, in decreasing order, ei-
ther housewives/unemployed (n = 98; 24.2%), public sec-
tor employees (n = 87; 21.5%), or private sector employ-
ees (n = 84; 20.7%). Regarding CCA cases, 10 (28.6%)
were farmers, 7 (20%) were private sector employees, and
4 (11.4%) were public sector employees. Following hos-
pitalization, the average length of the medical stay was 6.5
and 5.9 days for HCC and CCA patients, respectively.

As mentioned above, information was not always
available for the entire series. As a consequence, we men-
tion the true numbers corresponding to each parameter,
which is the total number of HCC or CCA cases with data
recorded (tables 1, 2).

Interestingly, chronic HBV and HCV infections (i.e.,
HBsAg+ and anti-HCV+, respectively) showed similar
rates in the HCC patient population, with 207 (44.3%)
HBsAg+ cases and 201 (43%) anti-HCV+ cases. More-
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over, 20 patients (4.3%) were infected both with HBV and
HCV, while only 38 patients (8.1%) were neither infected
with HBV nor with HCV.

The mean age of HBsAg+ and anti-HCV- patients
{n =207)was 52.1 + 12.0 years, with an age range of 28-91
years. The mean age of HBsAg- and anti-HCV+ patients
(n = 201) was 63.9 + 12.0 years, with a range of 36-89
years.

Amongst HCC patients under 50 years, 99 (73.9%)
were infected only with HBV (HBAgs+/anti-HCV-),
whereas only 12 (9%) were infected with HCV alone
(HBAgs-/anti-HCV+). Reciprocally, among the 229
HCC cases aged over 60 years, 53 (23.1%) were infected
with HBV, and 133 (58.1%) were infected with HCV.

In CCA patients, serological results were available for
only 26 patients. Among these, 19 (73.1%) were neither
infected with HBV nor with HCV, 4 (15.4%) had chronic
HBV infection, and 3 (11.5%) had chronic HCV infec-
tion.

As shown in table 2, an elevation of serum aspartate
aminotransferase and alanine aminotransferase was
found, respectively, in 98 and 61% of the HCC cases and
in 89.7 and 46.2% for the CCA cases. Total and direct
bilirubin levels were increased in 84.8 and 88.6% of the
HCC cases and in 89.5 and 97.4% of the CCA patients.
y-Glutamyl transpeptidase and alkaline phosphatase lev-
els were elevated for 82.3 and 73.2% of the HCC patients,

Oncology 2016;91:106-116
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Table 2. Laboratory and radiologic findings of the HCC and CCA patients

Patient characteristics

HCC patients

CCA patients

Liver function test
AST (R <38) (n = 461/39), TU/
ALT (R <50) (n = 461/39), IU/l
Total bilirubin (R <10} {n = 446/38), mg/l
Direct bilirubin (R <2.5) (n = 446/38}, mg/|
GGT (R <66) (n = 344/32), TUJI
ALP (35< R <123) (n = 306/29), IU/I

196.8 (14-3,359)
77.1 (10-415)
61.6 (4-1,069)
36.4 (1-897)

246.8 (12-3,412)

278.6 (36-1,928)

124.6 (24-351)
69.1 (13-102)
183.5 (6—485)
123.3 (2-401)
2847 (11-1,213)
431.2 (85-1,152)

Prothrombin time (70< R <100) {n = 420/28), % 60.4 (5-100) 71.8 (26—100)

HEHng]Db']I.’l {130< R <170) (n = 366/16), g.fl 101.7 {(25-171) 02.3 (32-139)

Albumin (38< R <51) (n = 392/23), g/l 28.8 (15-52) 29.3 (20-48)
AFP (R <10) (n = 366/19)

<10 g/l 53 (14.5%) 16 (84.2%)

10-100 [l.gfl 50(13.7%) 2 (10.5%)

100-350 pg/l 32 (8.7%) 0

>350 pg/l 231 (63.1%) 1(5.3%)
Imaging features

Nodule size (n = 345/13), mm 64.1 (10-185) 39.8(22-72)

Multinodular type {n = 319/15) 212 (66.5%) 6 (40%)
Therapy (n = 511/42)

Palliative 429 (84%) 31 (73.8%)

Systemic/oral chemotherapy 71{13.9%) 11 (26.2%)

Hepatectomy 11(2.1%) 0

PEIJTOEC 0 0

Transplantation 0 0

Values represent mean (range) or number. n = Total number of HCC patients/CCA patients with data
available; ALP = alkaline phosphatase; ALT = alanine aminotransferase; AST = aspartate aminotransferase;
GGT = y-glutamyl transpeptidase; PEI = percutaneous ethanol injection; R= referencevalues; TOEC=transarterial

oil chemoembaolization.

respectively, and for 90.6 and 93.1% of the CCA patients.
Statistical analyses of biochemistry parameters were also
performed (online suppl. table 1; for all online suppl. ma-
terial, see www.karger.com/doi/10.1159/000446398).
The AFP level was documented for 366 HCC patients
and 19 CCA patients, with the corresponding percentage
of 63.1 and 5.3% values above 350 ng/ml. High AFP levels
(>350 ng/ml) among HCC patients are associated signifi-
cantly with larger nodules (p = 0.05) and multifocal tumor
(p = 0.03) when compared with low AFP expressers (<350
ng/ml). Moreover, statistical analyses between a normal
AFP level (<10 ng/ml) and an abnormal AFP level (>10
ng/ml) in HCC patients indicate a significant association
with the latter and chronic HCV infection (p = 0.05).
Palliative treatment was the only option for 429 (84%)
HCC patients; only 11 (2.1%) patients had a hepatectomy,
10 (2.0%) patients were given oral chemotherapy with
sorafenib, and 61 (11.9%) patients received tamoxifen. Of
the CCA patients, 11 (26.2%) benefited from systemic

110 Oncology 2016;91:106-116
DOL: 10.1159/0004463958

73

chemotherapy (including GEMOX, FOLFOX, and FOL-
FIRI protocols), whereas 31 patients (73.8%) received
palliative treatment only. Some of the most aftfluent pa-
tients decided, however, to benefit from surgical inter-
vention outside the country. They represent approxi-
mately 5-10% of the patients attending the Calmette Hos-
pital for liver tumor.

Clinicobiological Correlations

Age was an important feature structuring the series of
patients with HCC. When considering the whole cohort
in age quartiles (fig. 2a—e), significant differences related
to age were found for HBsAg seroreactivity (p < 0.0001),
sex ratio (p = 0.0014), nodule size (p = 0.0016), and alco-
hol consumption (p < 0.0001) that decrease with age,
while the proportion of diabetes (p = 0.0005) and the an-
ti-HCV seroreactivity increase with age (p < 0.0001). Fi-
nally, the prevalence of abdominal pain (p = 0.0008) and
jaundice decrease with age (p = 0.008).
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Fig. 2. Age quartile comparisons among HCC patients according
to male preponderance (a), alcohol consumption (b), nodule size
(c), HBsAg+ only (d), and anti-HCV only (@). Q1 = Quartile 1 (28—
49 years old); Q2 = quartile 2 (50-57 years old); Q3 = quartile 3
(58-65 years old); Q4 = quartile 4 (6691 years old). Gender com-
parisons among HCC patients: percentage of males and females

In addition, we conducted gender comparisons
amongst HCC patients (fig. 2f-h). The results indicate
that men develop tumors 3 years earlier than women
(56.8 vs. 61.5 years; p < 0.0001), hepatomegaly prevalence
was higher in men (48.8 vs. 32.4%; p = 0.001), while arte-
rial hypertension was more frequent among women (16.8
vs. 36.7%:; p < 0.0001). Regarding lifestyle risk factors, al-
cohol consumption and tobacco smoking were, as expect-
ed, significantly higher in men than in women (50.6 vs.
17.9% and 48.9 vs. 5.6%; p < 0.0001 in both cases), where-
as anti-HCV seroreactivity was more frequent in the fe-
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with HBsAg+ only (f) and anti-HCV+ only (g). h Box plot repre-
senting age distribution in male (blue) and female (red) HCC pa-
tients (colors in the online version only). Geographical compari-
sons among HCC patients: bar charts displaying the percentage of
HBV- (i) and HCV- (j) infected patients with HCC according to
their province of residence.

male group (38.1 vs. 55.4%; p = 0.0009). Symmetrically,
HBsAg seropositivity was more prevalent among males
(50 vs. 29.4%; p < 0.0001).

We then compared the two monoinfected subsets of
patients. The results show that the sex ratio was signifi-
cantly higher in the HBV+ group than in the HCV+ group
(4.4 vs. 1.8; p < 0.0001), the patients were younger (52.1
vs. 63.8 years; p < 0.0001), and alcohol consumption was
more frequent in the HBV+ group (45.7 vs. 32.5%; p =
0.04), whereas diabetes mellitus was less frequent (15.5 vs.
25.6%; p = 0.02). Regarding biochemical features, serum
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about epidemiological features of HCC and CCA among
Cambodian people.

Interestingly, we found a similar rate of chronic infec-
tion with HBV (44.3%) and HCV (43%) among HCC pa-
tients. This observation was unexpected, since the overall
contribution of HBV infection to PLC is more than twice
higher than that of HCV infection worldwide, 53 and
25%, respectively [10].

However, the infection rate found in our study cannot
be extrapolated to the whole country, since the only avail-
able survey of PLC cases in Cambodia showed that the
HBV and the HCV infection rate in HCC patients was
46.4 and 21.5%, respectively [4]. In this earlier study, the
demographic and clinical characteristics of 281 cases di-
agnosed as primary HCC in the Khmer-Soviet Friendship
Hospital (Phnom Penh, Cambodia) were described. The
majority of the HCC patients were aged between 40 and
69 (74.4%) and the male:female ratio was 3. These results
are consistent with our data, since we found that 74.3% of
the HCC cases were aged between 40 and 69 years, and
the male:female ratio was 2.6. Furthermore, the mean age
of the HCV+ HCC cases was 10 years higher than those
with HBV+ (61.4 vs. 48 years old), which is quite similar
to our results (63.9 vs. 52.1 years old). Moreover, the
male:female ratio for HBV+ HCC patients was also simi-
lar to that found in our survey (4.4 and 4.5, respectively).
Finally, the male:female ratio for HCV+ HCC cases was
different to that found in our study (4 and 1.8, respec-
tively). These data could be explained by the small num-
ber of reported cases in the Khmer-Soviet Friendship
Hospital (i.e., 45 patients) as described below.

In other Southeast Asian countries, a greater proportion
of HBV infections compared to HCV infections is also
consistently found among HCC patients. In some regions
of Thailand, chronic HBV infection was identified in 49.6-
80% of HCC cases and chronic HCV infection in 10.1-
19.2% [23-25]. In Vietnam, a review estimated the HCC-
HBYV patients at 80-90% and the HCC-HCV patients at
1-5% [26]. In Malaysia, a recent study recorded HBV in
57.6% of HCC patients and discovered HCV in only 2.4%
of the same cohort [27]. In the Asia-Pacific region, chron-
ic HBYV infection accounts for 70-80% of the HCC cases,
with the exception of Japan, Pakistan, and Mongolia where
chronic HCV infection is predominantly found (68, 45,
and 40% of the HCC cases, respectively) [23, 28].

Many studies have already reported a large local varia-
tion in the prevalence of HBV and HCV infection, espe-
cially in Southeast Asia and Cambodia. For instance, the
prevalence of HBsAg was reported to be 4.6% in Siem
Reap province, 6.5% in Samlot City (Battambang prov-
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ince), 8% in Takeo province, 8.8% in Pailin City (Pailin
province), 9.4% in Banteay Meanchey province, and
10.8% in Cambodian migrant workers from Thailand [17,
18, 29-31]. For HCV infection, the prevalence of anti-
HCV was 2.3% among Cambodian migrant workers from
Thailand, 5.8% in Siem Reap province, 6.5% in Takeo
province, 12.3% in Pailin City, and 17% in Samlot City
[15,17, 18, 29]. These observations could explain the dif-
ference between the work of Narin et al. [4] and our sur-
vey. This previous study was conducted in the Khmer-
Soviet Friendship Hospital where patients are usually
coming from rural areas with lower socioeconomic sta-
tus, while in our study, patients are mostly capital city
dwellers and belong to a higher social class.

The high number of incidences attributed to HCV in
our work may appear surprising. However, it is known
that there is still an increasing impact of HCV infection
on the HCC burden in Asia. A recent study, conducted
among Southeast Asian migrants in the US, revealed that
both HBV and HCV are major causes of HCC in these
populations [32]. Moreover, a recent review has identi-
fied chronic hepatitis C as the true driving force for the
increased incidence of HCC in Asia [33].

In Cambodia, unsafe injection practices, the absence
of quality control and recycling, and the lack of proper
sterilization of surgical instruments are known to be the
main risk factors for HCV contamination [34, 35]. There-
fore, inappropriate health-care practices plausibly repre-
sent the predominant source of HCV contamination in
the country. Much of the data we recorded support these
hypotheses. In this regard, it was clearly found that wom-
en with HCC show a higher rate of hepatitis C than men.
This observation has been confirmed in a recent study on
Asian migrants in the US [32], showing that female gen-
der is a risk factor for HCV-related HCC. According to
Vong et al. [35], Cambodian women are more likely to
receive therapeutic injections than men and are, there-
fore, more exposed to unsafe medical practices. More-
over, in an urban area such as Phnom Penh Province,
where access to health care is easier than anywhere else in
the country, patients were significantly more affected by
HCV infection than HBV infection. Lastly, HCC cases
with chronic HCV infection were not distributed homog-
enously as it is apparently the case with HBV-infected
patients. These erratic contaminations could result from
unsafe practices employed by local practitioners as re-
cently shown for the 2014 HIV infection outbreak in the
village of Roka (Kandal province) [36].

The clinicopathological features of HBV- and HCV-
related HCC cases were drastically different. HBV-infect-
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ed patients displayed a strong male predominance,
younger age, tobacco and alcohol dependency, and an ag-
gressive tumor presentation (liver functions, frequent
hepatomegaly, nodule size) whereas HCV-infected cases
displayed a lower male:female ratio, an older age, and, as
expected, maturity-related comorbidities (diabetes mel-
litus and hypertension). Similar findings have already
been reported from previous studies. The age difference
at diagnosis is usually explained by the natural history of
infection [37-39]. Indeed, HBV contamination occurs
mainly in the perinatal period or in childhood, whereas
exposure to HCV usually occurs in adulthood. Moreover,
the different mechanism in hepatocarcinogenesis be-
tween HBV-HCC and HCV-HCC could also explain
these results.

A large majority of the PLCs recorded at the hospital
was diagnosed as HCC (92.4%), while only few CCA cas-
es were reported (7.6%). Given the high prevalence of O.
viverrini infection (i.e., the main risk factor of CCA in the
region) in some Cambodian provinces, the number of
CCA patients was expected to be more important [40]. In
Thailand, the country with the populations presenting
the highest rates of infestation by O. viverrini, the propor-
tion of diagnosed CCA cases reaches 22.1% of all PLC in
Bangkok, but ranges from 4% (Songkhla province in the
south) to 82.1% (Khon Kaen province near the Laotian
border in the north) [5]. Several limitations of the survey
such as the lack of histopathological examination could
explain the low proportion of CCA diagnosed in the
Calmette Hospital.

Asmentioned above, our study has several limitations.
First, missing data have already been reported as an im-
portant issue in Cambodian hospitals [4]. This situation
is primarily due to the high cost of medical investigations,
which, in the absence of health insurance, have to be paid
by the patients [3]. Second, precise biological data on risk
factors associated with these diseases were not obtained
(ie., O. viverrini infection, quantification of HBV DNA
and HCV RNA, investigation of viral replication level).
The third limitation of the present study stems from the
fact that we studied liver cancer in a single Cambodian
health-care facility, which is only partly representative of
the overall HCC and CCA epidemiology of the country.
Indeed, some patients are treated in private clinics and are
not referred to a public hospital; others prefer to go to
foreign countries (Vietnam, Thailand, and Singapore),
while poor people cannot afford the cost of treatment and
are either treated in a provincial hospital or not at all. An-
other limitation of our work is that the diagnosis was
based on clinical features, tumor markers, and imaging
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tests. No histopathological examination was performed,
and thus there might be misdiagnosis, albeit in a rather
limited number of cases given the very evocative clinical
context of the diseases reported (viral serology, AFP level,
ultrasonography and computed tomography outcome).
Finally, our survey is characterized by shortcomings in-
herent to cross-sectional observational studies and as
such cannot compete with case-control or prospective
studies. However, it has the merit to provide preliminary
insights to conduct more informative epidemiological re-
search in the future.

In conclusion, PLC represents aworrying public health
issue in Cambodia. In our study, chronic HBV and HCV
infections are contributing evenly to the bulk of HCC cas-
es (44.3 and 43%, respectively), while O. viverrini infec-
tion is suspected to contribute to the CCA cases. The
number of incidences attributed to HCV in the present
series was surprisingly high (>40%) for a continental
Southeast Asian country suggesting that the epidemiol-
ogy of HCC has changed locally during the last decades.
This result should be taken seriously, because it is remi-
niscent of the current ongoing HCC catastrophe in Mon-
golia [41]. Another observation that should stimulate the
implementation of further investigations, preventive
measures, and public information is the association of al-
cohol consumption and the early development of HCC in
men. This observation is often overloocked in scientific
literature and should prompt surveys investigating muta-
genic/carcinogenic properties oflocal alcoholic beverages
[42]. Our findings should now be used by local authorities
in order to improve the surveillance of populations at risk
to develop HCC or CCA as well as to prevent the diseases
by avoidance both of transmission of the relevant infec-
tious agents and the consumption of carcinogenic com-
pounds.
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Erratum

In the article by Mitchell et al., entitled “Validation of a preclinical model of diethylnitro-
samine-induced hepatic neoplasia in Yucatan miniature pigs’ [Oncology 2016;91:90-100,
DOL: 10.1159/000446074], there is an error in the Materials and Methods section. Under
the subheading of Anesthesia, the text reads:

For all procedures, pigs were anesthetized via intramuscular injection with either tileta-
mine or zolazepam (6 mg/kg; Zoetis, Florham Park, N.J., USA) in a mixture of ketamine
hydrochloride {15 mg/kg) and acepromazine maleate (0.15 mg/kg).

However, the text should read:

For all procedures, pigs were anesthetized via intramuscular injection with tiletamine/
zolazepam (6 mg/kg; Zoetis, Florham Park, N.J., USA) or a mixture of ketamine hydro-
chloride (15 mg/kg) and acepromazine maleate (0.15 mg/kg).
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CHAPITRE 2 :
CONNAISSANCES ET
PRATIQUES DES PATIENTS
ATTEINTS DE CANCER DU
FOIE

1. Contexte et objectifs

Dans le chapitre précédent, nous avons vu qu’une grande partie des patients atteints de
cancer du foie au Cambodge étaient diagnostiqués a un stade avancé de la maladie. Un diagnostic
de CHC réalisé tardivement réduit considérablement les options thérapeutiques disponibles pour
le patient et le limite & la prise de traitements palliatifs. Etant donné I'importance de certains
facteurs derisques dans la survenue de la pathologie et plus précisément de I'infection chronique
au virus de I'hépatite B et C, la meilleure stratégie pour lutter contre la maladie semble étre la
mise en place de mesures de prévention afin d’éviter la contamination par ces virus. La
vaccination contre I’'hépatite B permet de réduire significativement les cas d’infection chronique,
mais aucun vaccin n’est actuellement disponible pour la prévention de l'infection au virus de
I'hépatite C, et de ce fait la seule possibilité serait de limiter cette transmission en réduisant

toutes les pratiques dites « a risque » par le biais de mesures de santé publique adaptées.

Afin de mettre en place ces mesures de prévention au sein d’une population, il est

nécessaire de mieux comprendre les connaissances de cette derniére vis-a-vis de la maladie, des
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causes et des modes de transmission, et de détailler leurs pratiques thérapeutiques. En effet, les
représentations liées a la pathologie ou l'utilisation de pratiques non adaptées peuvent
constituer un obstacle majeur a l'instauration de ces mesures. Dans ce but, une enquéte CAP
(Connaissance, Attitude, Pratique) a été menée auprés de 42 patients dont les dossiers médicaux

ont été étudiés dans le cadre de I'étude épidémiologique précédente (cf. chapitre 1).

2. Matériels et Méthodes

De mars a juin 2015, les patients ont été interrogés soit directement a I’h6pital Calmette

soit a leur domicile a I'aide d’un questionnaire.
Le questionnaire administré était constitué de plusieurs parties :

e Données sociodémographiques (age, sexe, lieu de résidence, niveau d’éducation,
profession)

e Histoire médicale du patient focalisée sur les facteurs de risque du cancer du foie
(infection chronique au virus de I’hépatite B et/ou C, historique de transfusion de
sang, historique d’injections thérapeutiques, consommation d’alcool) et sa
prévention (vaccination contre I'hépatite B)

o Noms donnés par le patient a sa pathologie

e Causes de la pathologie selon le patient

e [tinéraire thérapeutique du patient

e Pratiques thérapeutiques : type de médecine utilisé (moderne ou traditionnelle),
détails des traitements utilisés, source de I'information conduisant a I'usage de

ces traitements, efficacité percue.
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3. Principaux résultats

La moyenne d’dge des patients était de 62,4 ans, et 66,7% des patients étaient des

hommes.

Au total, 35 (83,3%) personnes ont mentionné étre infectées par le virus de I’hépatite B
et/ou C, et 37 (88,1%) patients ont décrit avoir pratiqué une ou plusieurs injection(s)

intraveineuse(s) a des fins thérapeutiques depuis leur enfance.

Sur les 42 patients interrogés, 18 (42,9%) ont mentionné avoir une cirrhose du foie et 17

(40,5%) ont parlé de cancer du foie.

Les principales causes de la maladie citées par les patients étaient : le partage de la
nourriture (n=19, 45,2%), le sang (n=14, 33,3%) et I'alcool (n=9, 21,4%). Quelques personnes ont
aussi mentionné des causes relatives aux perceptions culturelles physiologiques khmeres
(alimentation chaude, mauvais vent). Seulement sept et trois personnes respectivement ont cité
les injections intraveineuses ou les virus de I’hépatite comme cause de la maladie.

Parmi les thérapeutiques utilisées, 35 personnes (83,3%) ont déclaré employer une
association de médecine moderne et de médecine traditionnelle. La médecine traditionnelle
consistait dans la plupart des cas, a 'utilisation de remedes préparés a base de plantes (64,3%)
et plus particulierement de remedes prescrits par les médecins traditionnels (35,7%). D’autres

pratiques comme les méthodes de dermabrasion (52,4%) ont également été tres citées.

4. Discussion et conclusion

Bien que les trois-quarts des patients soient capables de nommer la pathologie dont ils
souffrent en employant un terme correspondant bien a la définition biomédicale du cancer du
foie ou a ses manifestations symptomatiques, peu de personnes semblent conscientes des
causes, et a fortiori des modes de transmission impliqués dans le développement du cancer. En

particulier, les patients savent qu’ils sont porteurs d’infection virales mais ne les imputent pas a
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leur état de santé actuel. De méme, la plupart d’entre eux pratiquent des injections
intraveineuses thérapeutiques mais ne les citent pas comme cause probable de survenue de leur

pathologie.

De plus, la majorité des patients associent le partage de nourriture (pratique culturelle
fréquente au Cambodge) entre personnes saines et personnes contaminées a la cause principale
de leur maladie. Cette mauvaise perception des causes du cancer du foie pourrait étre attribuée
a la mécompréhension de messages délivrés par les campagnes de santé publique dans le cadre
de la lutte contre I’hépatite A. En effet, les patients semblent considérer les hépatites A, B et C
comme les 3 stades d’une méme pathologie (Burke et al., 2011), et donc ils pourraient également

confondre les modes de transmission et cause de ces différentes hépatites virales.

Par ailleurs, certaines pratiques thérapeutiques (dermabrasion) sont largement utilisées
par les patients et ne sont pas percues comme potentiellement contaminantes, bien que certains

auteurs (Hurie et al., 1992) suspectent leur réle dans la transmission de pathogeénes.

Toutes ces données suggerent que ces patients peuvent facilement s’infecter et infecter

les autres avec le virus de I’"hépatite B et/ou C.

Des campagnes d’éducation a la santé devraient donc étre lancées urgemment afin de
développer les connaissances des patients sur ces virus. Une formation spécifique destinée aux
professionnels et personnels de santé devrait étre également mise en place afin de limiter
I"utilisation d’équipements médicaux non stérilisés et la réutilisation de matériels d’injection
usagés. De plus, les messages délivrés devraient étre replacés dans le contexte culturel
cambodgien pour conduire a une meilleure compréhension et intégration des recommandations

dans la vie quotidienne de la population.

L'autre fait marquant de cette étude est la place importante accordée aux médecines
traditionnelles dans le traitement des patients. Des substances d’origine végétale et animale sont
largement utilisées en complément des traitements de I'h6pital. Parmi les matiéres identifiées,
le nid d’hirondelle, le corossolier (Annona muricata) et le moringa (Moringa oleifera) sont les plus
citées. De plus, pres d’un tiers des patients ont recours aux médecins traditionnels afin de

prendre en charge leur maladie. Il nous a donc semblé pertinent de connaitre les pratiques et
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méthodes de traitements employées par ces médecins traditionnels, afin de pouvoir formuler un

avis sur le bien-fondé de I'utilisation de ces derniéres (cf. chapitre 3).

Ce travail s’est traduit par la rédaction d’un article en cours de soumission dans la revue

scientifique internationale indexée Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, et intitulé :

Article 2. « Knowledge, attitudes and practices among liver cancer patients in Cambodia »

Francois Chassagne, Stéphane Bertani, Sokha Eav, Eric Deharo, Geneviéve Bourdy.

L'article est présenté ci-dessous in extenso dans sa forme manuscrite.
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Abstract
Objective:

To assess the knowledge, attitudes, and practices among liver cancer patients in Cambodia for

public health recommendations.
Methods:

A descriptive study was conducted at the Calmette hospital in Phnom Penh from March to June
2015. Forty-two patients diagnosed with liver cancer in the hospital were included in the study.
A guestionnaire was administered to the patients in order to assess their knowledge, attitudes,
and practices toward liver cancer. Socio-demographic data, medical history related to risk factors

and prevention, as well as knowledge and practices regarding this disease were collected.
Results:

Hepatocellular carcinoma was the main type of liver cancer diagnosed among the interviewees.
The majority of informants were males over 50 years old. Participants cited either liver cancer
(40.5%) or cirrhosis (42.9%) to define their health condition. Most of patients (83.3%) reported
to have either chronic infection with hepatitis B, hepatitis C, or both; but these viral infections
were not clearly understood as a risk of developing liver cancer. A high percentage (88.1%) of
interviewees had history of therapeutic injection, but this was poorly perceived as a risky practice
conducive to viral hepatitis infection and then hepatic tumor development. Meanwhile, food
sharing was cited as the main cause of liver cancer, revealing some misconceptions about the
natural history of the disease. Regarding therapeutic practices, a large majority of informants
(83.3%) claimed using traditional, complementary and alternative medicine for treating their
disease that includes medicinal plants (mainly prescribed by traditional healers) (64.3%) and

dermabrasive practices (52.4%).
Conclusion:

Given the lack of knowledge and awareness of patients toward the causes and routes of

developing liver cancer, health education campaigns focusing notably on the mode of
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transmission of viral hepatitis are urgently needed, in order to overcome the burden of liver

cancer in Cambodia.
Keywords:

Liver cancer — hepatitis — health knowledge, attitudes, practices — complementary therapies —

public health — Cambodia
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1. Introduction

Liver cancer is the sixth most common neoplasm and the second leading cause of cancer-
related death worldwide (Ferlay et al., 2015). More than 80% of the new cases occur in low- and
middle-income countries, and the highest incidence rates are found in Eastern and South-Eastern
Asia (Stewart and Wild, 2014). Liver cancer is also associated with poor prognosis and the median
survival time with treatment is estimated at less than one year after diagnosis (Nordenstedt et
al., 2010). The main risk factor for hepatocarcinogenesis is chronic infections with hepatitis B
(HBV) and C (HCV) viruses, contributing for almost 80% of all liver cancer cases in the world (Perz
et al., 2006). In Cambodia, chronic HCV and HBV infections are suspected to contribute equally
to liver cancer cases, and inappropriate health-care practices have been proposed to be the
major source of contamination of HCV (Narin et al., 2015; Chassagne et al., 2016). Others risk
factors are alcohol consumption, exposure to aflatoxins, and liver fluke infection (Shin et al.,
2010; Stewart and Wild, 2014).

Treatment options for liver cancer patients include curative treatments for patients
diagnosed at early stage (e.g. surgical resection, liver transplantation) and palliative treatments
for patients diagnosed at intermediate or advanced stages (Bruix and Sherman, 2011). In low-
income countries, the majority of patients are diagnosed at advanced stage that makes the
disease practically incurable and expensive to manage (Ferenci et al., 2010; Ruiz et al., 2016). One
of the best strategies to lower the burden of the disease remains the implementation of primary
prevention measures that focus primarily on the prevention of HBV and HCV infections and
secondarily in reducing exposure to aflatoxins (Yang and Roberts, 2010).

In the case of HBV, perinatal and early childhood transmission represent the most
common route of transmission, but later horizontal transmission caused by sexual or health-care-
related transmission may also occur (WHO, 2015). A safe and effective vaccine that prevents
chronic HBV infection in 95% of cases is available since 1982 (Lavanchy, 2004). Others general
measures to reduce HBV transmission can be recommended such as the use of condom during
sexual intercourse, the adoption of safe injection practices, as well as avoiding the sharing of

personal care items (WHO, 2015).
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Unfortunately, no vaccine against HCV is currently available. Thus, prevention of HCV
infection should focus on the implementation of safe transfusion and injection practices (Shepard
et al., 2005). Indeed, the modes of transmission most frequently cited are transfusions with
contaminated blood from unscreened donors and unsafe therapeutic or recreational drug
injection practices (WHO, 2016). Percutaneous exposures to blood or blood-derived body fluids,
e.g. tattooing, body piercing, ritual scarification, circumcision, acupuncture, or cupping, have also
demonstrated epidemiological association with HCV infection (Shepard et al., 2005).

As liver cancer is an aggressive disease with low survival rates, its primary causes have to
be prevented through public health measures. However, some misperceptions and a general lack
of knowledge about liver cancer and its determinants may contribute to an inappropriate self-
care and a lax of adherence to primary and secondary preventive measures. To the best of our
knowledge, no study has been conducted to assess the knowledge and to document lifestyle
practices and treatment seeking behavior of Cambodian patients diagnosed with liver cancer.
Therefore, the aim of this exploratory research was to provide further insights into the
knowledge, attitudes, and practices of Cambodian people about liver cancer and its determinants

in order to improve the designing of future education campaigns.
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2. Materials and methods

The Calmette hospital (Phnom Penh, Cambodia) is one of the two cancer centers of
Cambodia and provides ad rem conditions to assess the knowledge, attitudes, and practices
toward liver cancer in Cambodia. Thus, a descriptive study was conducted at the departments of
oncology and hepato-gastro-enterology of the Calmette hospital, where 42 adult patients with

liver cancer were interviewed between March 2015 and June 2015.

Recruitment was made among patients diagnosed with liver cancer (hepatocellular
carcinoma or cholangiocarcinoma) who attended the Calmette hospital at least one time during
the period of the study. Medical records were first inputted into a database (Chassagne et al.,
2016), and then, patients were interviewed directly depending on their availability or via phone
call. Face-to-face interviews were performed at the hospital shortly before or right after medical
consultation, or, when not possible, at the residence of patients. Questionnaire was administered
with the help of a translator who was a native Cambodian speaker. Following the interview,
medical practitioners translated the local name of liver disorders into biomedical terms
(Chassagne et al., 2017). The exclusion criterion was liver cancer patients under 18 years old.

Participants were not remunerated.

2.1. Definition

We used the definition provided by Bodeker and Burford (2006) about traditional,
complementary and alternative medicine (TCAM) to construe non-conventional therapeutical
practices. Since the term TCAM was not understood by Cambodian patients, it was translated as
"traditional medicine" (tnam khmer) in Khmer language. Modern medicine was translated as
"medicine from the hospital" (tnam peit), and encompassed drugs delivered at the hospital or at
the pharmacy, which are mainly tablets and intravenous injections used as symptomatic

treatments for anti-inflammatory, antalgic, antipyretic, antispasmodic, and diuretic purposes.

2.2. KAP questionnaire:

The questionnaire included different sections:
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(a) Socio-demographic data (age, gender, place of residence, education level, profession).

(b) Knowledge of patients about risk factors and primary and secondary prevention
measures [closed-ended questions]. These factors were identified based on a previous study
(Chassagne et al., 2016).

(c) Description of the iliness experienced at the time of the interview. Patients were asked
to report their health conditions [open-ended questions].

(d) Assumed causes of the disease. Patients were asked to appoint putative causes and
habits at the origin of their health condition [open-ended questions].

(e) Treatment seeking behavior. Questions aimed to determine the type of practitioners
consulted (pharmacy, private clinic, hospital, traditional healer) by the informants at the onset
of symptoms [open-ended questions].

(f) Therapeutic practices. Patients were invited to point out the types of treatment used
(traditional medicine, modern medicine, or both) [closed-ended questions]; to evaluate their
effectiveness [open-ended questions]; to provide details about traditional treatments/practices
(if used) [open-ended questions]; and finally to precise their source of information [open-ended

qguestion].

2.3. Herbs and animal by products information

For each plant and/or animal products cited as a treatment by the informants, details on
their vernacular name (local name), parts of plant/animal used, method of preparation, and
administration were asked. In order to identify the scientific name of the plants, a voucher
specimen was collected with the informants (or their relatives) after the survey and deposited at
the herbarium of National Herbarium of Cambodia of Royal University of Phnom Penh (RUPP) for

further determination.

2.4. Ethical considerations

Before their inclusion in the survey, patients (and their relatives) received information
regarding the purpose and the conduct of the study. They were then given the choice to

participate or not. For those who accepted to be interviewed, prior informed consents were
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obtained. This study has received an ethical approval from the National Ethics Committee for
Health Research under the guidance of the Ministry of Health of Cambodia in January 2015
(O0O6NECHR2015).

It is important to consider the conservation status and the legality of harvesting natural
species when reporting the use of protected and endangered wildlife (Nijman and Nekaris, 2016;
Chassagne, 2017). In Cambodia, the 2002 Forestry Law of the Ministry of Agriculture and Fisheries
has ruled to be illegal the hunting, trading, and possessing of 16 endangered and 76 rare animal
species (Gray et al., 2017). This notably includes the mainland serow (Capricornis sumatraensis)
reported herein, which has been indexed as a vulnerable species in the International Union for

Conservation of Nature red list.
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3. Results
3.1. Socio-demographic data and medical history related to risk factors and prevention

Among the 42 patients interviewed, 40 were diagnosed with hepatocellular carcinoma
and two had a diagnosis of cholangiocarcinoma. Most of the patients were males (66.7%) and a
large majority of them were over 50 years old (81%) (Table 1). Mean age of participants was
62.4+10.8, with an age range of 39 to 80 years old. A large subset of the population were
employees either in the public or private sectors (59.5%), and only few of them were farmers
(9.5%). Regarding education level, a high number of patients (66.7%) did not reach high school,

and six of them (14.3%) were illiterate.

Of the 42 patients, 35 of them (83.3%) reported to be chronically infected with HBV
and/or HCV (Table 2). Seven patients did not know their serological status. A high percentage of
patients (88.1%) mentioned to have received one to several intravenous injections for
therapeutic purposes from their childhood to the date of interview. None of them ever
performed injection for recreational drug purpose. Only one patient reported to have been

vaccinated against HBV.

3.2. Associated disorder denomination and bona fide origin of liver cancer

Regarding the name of the associated disorders cited by informants to best describe their
health status, a wide range of terms was reported (12 items). Sixteen patients (38.1%) reported
only one pathology, 18 (42.9%) two different ones, and seven (16.7%) three or four different
names. One patient did not answer this question. Altogether, 18 patients (42.9%) reported
cirrhosis and 17 of them (40.5%) mentioned liver cancer (Table 3). Three patients did not refer to

any pathology or symptom related with liver disorders (e.g. abdominal pain, stomach disorders).

Among the 25 patients who listed two or more names of disorder, eight (32%) explained
that their illness evolved in different stages with time. Four patients (16%) said that cirrhosis
evolved in liver cancer, two of them (8%) that liver nodules evolved in liver cancer, and two others

(8%) that liver mass evolved in liver cancer. Pathologies most frequently associated together
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were: cirrhosis and ascites (n=4, 9.5%), cirrhosis and liver cancer (n=3, 7.1%), and cirrhosis and

hepatitis (n=3, 7.1%).

Among the 39 patients who answered the question, 19 informants (45.2%) cited food
sharing as the chief cause responsible for their liver cancer ( ). Of these 19 patients, 17
(89.5%) indicated that spoons, plates, and food shared with affected people could be the cause

of the disease.

“Blood” was the secondary attributed cause of liver cancer, cited by 14 (33.3%) patients,
and two of them added spontaneously that it was the same origin as the infection with human
immunodeficiency virus. Alcohol consumption (n=9, 21.4%) was also cited, followed by
intravenous injection (n=7, 16.7%), smoking (n=5, 11.9%), heredity (n=3, 7.1%), undernutrition
(n=3, 7.1%), and sexual intercourse (n=3, 7.1%). Other potential origins of liver cancer were
related with Khmer medical concepts and personal beliefs, such as: intake of hot food (n=2,
4.8%), bad wind (n=1, 2.4%), coins used for dermabrasive practices, as well as hard life conditions
during Khmer Rouge regime (n=2, 4.8%). Four informants (9.5%) did not attribute their liver

cancer to any potential cause.

3.3. Therapeutical strategy

Regarding their treatment seeking behavior, patients reported to consult primary private
clinics or pharmacies in 53.8% of the cases and hospital in 46.2% of the cases. Whereas, when
symptoms persisted or worsened, 79.5% of patients attended hospitals, 17.9% private clinics,

and none pharmacies.

A large majority of patients interviewed (n=35, 83.3%) declared that they treated
themselves with a combination of modern medicine and TCAM. The others (n=6, 14.3%)
mentioned solely using modern medicine, and none of them reported relying only on TCAM. One
patient did not answer this question. For those who declared to use both modern medicine and
TCAM, they all reported to use TCAM as a secondary strategy after having employed primary

modern medicine.
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The most common type of TCAM used by patients ( ) was herbal medicine (64.3%),
which was mainly prescribed by traditional healers in 57.9% of the cases. Other plants or plant-
derived products (38.1%) were used in self-medication. Decoction of leaves of Annona muricata
was used in 11.9% of the cases as a curative treatment for hepatic disorders. Decoction of leaves
(7.1%) or seeds (4.8%) of Moringa oleifera were consumed to treat liver diseases and cancer in
general. Ripe fruits of papaya (7.1%) were eaten for relieving constipation. Finally, the bark of
Azadirachta indica (2.4%) and the whole plant of Passiflora foetida (2.4%) were prepared as a

decoction and drunk as a "cold" treatment for liver diseases.

Dermabrasive practices such as coin rubbing (or coining) were frequently practiced
among patients (40.5%) to alleviate symptoms associated to their condition: fever, fatigue,

dizziness, headache, sore, in order to remedy to "wind illness".

Moreover, patients interviewed reported to use different types of dietary and food
supplements (40.5%), such as supplemental nutrition drinks (e.g. Ensure®) (n=5, 11.9%), cow milk

(n=3, 7.1%), and soy milk (n=3, 7.1%). About 7% of patients declared using vitamins.

Edible bird’s nest (EBN) made from the hardened saliva of swiftlets was mentioned by
23.8% of the informants. EBN is boiled in water for few minutes then mixed with sugar, coconut
juice or meat, and administered orally as a meal replacement and for giving energy. Bones of
southern serow (Capricornis sp.) were also used by 7.1% of patients as a panacea. Bones were
grounded in water, and the liquid obtained was swallowed. Finally, massage was mentioned for

relieving sore muscles (16.7%), and cupping for treating headache (11.9%).

Concerning the respondents’ main sources of information for TCAM, 29 patients out of
35 cited friends or family members (83%), 12 patients cited traditional healers (34.3%), three
cited the plant sellers from the open market (8.5%) and two cited the internet and Facebook

(5.7%).

When patients were asked about the most suitable type of treatment (modern medicine,
traditional medicine, or both) to be used for their disease, a large majority of them mentioned

only modern medicine (n=30, 71.4%) and the others cited both medicines (n=7, 16.7%). None of
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them reported that traditional medicine alone was the best way to treat their disease. Five

informants did not answer the question.

Modern medicine was especially prized because of its perceived effectiveness (n=22,
52.3%), whereas TCAM was claimed to lack scientific validation (n=4, 9.5%), having limited
activity with no curative activity (n=3, 7.1%), as well as not being trustworthy (n=3, 7.1%). Two

persons (4.8%) commented that the doctor’s advised them to not take TCAM.
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4, Discussion

Regarding the medical history of patients, 38.1% and 40.5% of cases reported to be
chronically infected by HBV and HCV, respectively. Similar proportion were found among 553
medical records of patients analyzed in the same hospital (Chassagne et al., 2016). Moreover,
88.1% of the patients in our survey mentioned to have realized previously intravenous injections
for therapeutic purposes, whereas the rate of therapeutic injection in the general population is
estimated about 30% (Vong et al., 2005). Only one patient received HBV vaccination. This low
number of vaccination is consistent with the age of the population interviewed (mean age years
old), who were too old to benefit from the national immunization program launched in 2001
(Soeung et al., 2012). Altogether, these results suggest that the knowledge of patients regarding
risk factors and prevention in their medical history is in accordance with the health situation in
the country, and it can be hypothesized that the number of people practicing therapeutic
injections is largely underestimated in Cambodia.

Most of the patients (92.9%) described their health condition with terms related to liver
diseases, and about four-fifths reported to have cirrhosis or liver cancer. Some of them also
described liver cancer as the final stage of an evolutionary process. These data are in accordance
with the results obtained by Burke et al. (2011) among Cambodian immigrants and by Chassagne
et al. (2017) among Khmer traditional healers. Therefore, it can be assumed that patients have a

correct perception of their health status, and of the lengthy process leading to liver cancer.

In our study, patients did not seem to note the difference between the cause and the
mode of transmission of the disease according biomedical concepts. Moreover, most of them
cited food sharing as the cause of their pathology. Among American Cambodian and Southeast-
Asian communities, food sharing is reported to be a common misperception of the HBV route of
transmission (Mohamed et al., 2012; Taylor et al., 2009, 2005, 2002). Moreover, Chassagne et al.
(2017) highlighted that the importance placed upon food sharing might reflect the public health
messages delivered in the country on the prevention of different types of viral hepatitis (A, B,

and C) reinterpreted by Cambodian people.
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From our preliminary data, it can be hypothesized that there is a significant discrepancy
between what informants say about their personal medical history, and what they know about
the etiology of their pathology.

HBV and HCV, as well as intravenous injections were seldom identified as a risk factor by
patients, while a high percentage of them reported to be infected with HBV and/or HCV, and
mentioned to have realized one to several intravenous injections for therapeutic purposes.

The overuse of injections is a common practice in Cambodia as well as in others Asian
countries. Patients and health staff believe that injections are more effective than oral
treatments (Vong et al., 2005). However, these practices carry substantial risks such as the
transmission of blood borne pathogens (e.g. HBV, HCV, and HIV) (Kane et al., 1999). Moreover,
our data suggest that patients refer first to pharmacies or private clinics when symptoms appear.
Vong et al. (2005) reported that private professionals might over-prescribe injectable
medications as a way to attract patients. Since, these private providers are strongly suspected to
expose patients to unsafe injection in the country (Goyet et al., 2014; Saphonn et al., 2017), they
might play an important role in the contamination of patients.

Dermabrasive practices (especially coining) were seldomly cited in our survey as a
possible cause of liver cancer. Coining consist of rubbing the edge of a coin firmly and repeatedly
in a linear pattern on the skin until blood appear. This healing practice is highly prized by
Cambodian and others Asian people (Buchwald et al., 1992; Burke et al., 2011; Richman et al.,
2010; Tan and Mallika, 2011). But, because the same coin can be reused on different patients,
some authors suggest that it is an unsafe practices that might play an important role in the
transmission of hepatitis B and C viruses (Hurie et al., 1992).

Finally, “blood” was a term frequently used by patients to indicate the cause of liver
cancer/cirrhosis. According to Burke et al. (2011), American Cambodian immigrants with
hepatitis B describe their pathology in terms of bad blood, unclean blood, or contaminated blood,
and attribute hepatitis to blood problems rather than the liver. Moreover, Caruana et al. (2005)
noted that Cambodian people do not know how the different forms of hepatitis can be
transmitted. Therefore, it does not seem that blood is perceived as a possible agent of

contamination of the hepatitis virus.
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A large majority of patients (83%) reported to use traditional medicine, especially
medicinal plants (64.3%). To the best of our knowledge, only one study has focused on TCAM use
among liver cancer patients in developing countries. In this survey, Rojas Rojas et al. (2016)
reported the use of herbal medicine for 56.8% patients diagnosed with liver cancer in Peru. More
generally, Ernst and Cassileth (1998) estimated the prevalence of TCAM use among cancer
patients from 7 to 64% worldwide. In Southeast Asia, the use of TCAM for chronic diseases was
reported to be 63.9% in Malaysia, 52.5% in Thailand and 22.7% in Singapore (Hasan et al., 2009;
Jiaranaikajorn et al., 2002; Lee et al., 2004). Thus, the number reported in our study can be
considered as high. Indeed, in our study, most of the patients are diagnosed at a late stage, when
therapeutic options are very limited, and treatments mainly palliative. Therefore, the use of
traditional medicine might represent the only alternative, when affordable modern symptomatic
treatments (e.g. painkiller) found in drugstores have been proven to be inefficient and/or

insufficient to alleviate pain or debilitating symptoms.

In the present survey, three natural products from non-conventional medicine have been
reported to be widely used by liver cancer patients.

The most popular one is a preparation based on swiftlet’s nest, which is made from the
saliva of the bird. It is used as energy drinks (tonic) and as a meal replacement, and it is considered
to be a health enhancer. Edible bird’s nest (EBN) is well known in traditional Chinese medicine
for their nutritional and medicinal properties (Ma and Liu, 2012). In Asian countries, swiftlet
farming have been created to respond to the high demand for birds and reduce the consequences
of overharvesting (Saengkrajang et al., 2013). Some studies have also reported the importance
of the use of EBN among children and adult cancer patients in others countries of Southeast Asia
(Lim et al., 2006; Shih et al., 2009). Indeed, it has been shown that the EBN, mainly composed of
glycoproteins, amino acids, vitamins, and minerals, have anti-inflammatory, antioxidant,
antimicrobial and immunostimulant activities (Ma and Liu, 2012; Marcone, 2005; Yida et al.,

2015).
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Annona muricata, another product frequently cited in this study, was already reported to
be used in the treatment of liver cancer in Peru (Rojas Rojas et al., 2016). This species is also
marketed as “cancer killer” tablets in different countries (Sun et al., 2014). Moreover, Hansra et
al. (2014) reported the clinical benefit of using this species in a patient with breast cancer.

Finally, besides its highly nutritive quality, Moringa oleifera has also gained a high
reputation as a treatment for cancer and liver diseases (Al-Asmari et al., 2015; Anwar et al., 2007).

Unfortunately, none of these products have been shown to possess a clinically proven
anticancer effect and to increase patient’s lifetime in the case of liver cancer. Further studies
should be carried out to determine their beneficial effectiveness in the treatment of liver cancer

patients.

They were several limitations in this study. First, only a limited sample size was studied
due to the difficulty to find people with liver cancer at the hospital, and because few people
accepted to participate in the study (more than 150 people were asked to be included). Second,
the survey was performed in a single institution (Calmette hospital), which does not reflect the
entire population. Third, there is a potential for recall bias since some patients reported
information retrospectively. Finally, because of the use of a translator, some questions and

answers could be source of misinterpretation.

5. Conclusion

In recent years, vaccination campaigns in Cambodia have rapidly increased the hepatitis
B vaccine coverage, with the hope to reduce the burden of chronic liver diseases (Soeung et al.,
2012). Since there is no vaccination against HCV infection, a major health public concern should
be the implementation of health education programs to limit the spread of HCV by alerting
people about the risk of unsafe injections practices and dermabrasive methods. Also, significant
efforts should be also made in the public and private sector, in order to guarantee a proper
sterilization of medical equipment, and the use of disposable needles. This is especially urgent

considering the high number of incidences attributed to HCV (Chassagne et al., 2016b). We hope
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that this preliminary work will help to design further researches on liver cancer in Cambodia to

confirm and complete our data.
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Table 1: Baseline socio-demographic features of the people investigated (n=42).

Feature Number of patients Proportion (%)
Gender

Male 28 66.7

Female 14 33.3

Age classes (years old)

[31-40] 1 2.4
[41-50] 7 16.7
[51-60] 8 19
[61-70] 18 42.9
[71-80] 3 19

Area of residence

Metropolitan Phnom Penh 35 83.3

Province 7 16.7

Professional sector

Farming 4 9.5
Private sector 17 40.5
Public sector 8 19
None 13 31
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Academic education

Elementary education 11 26.2
Lower secondary education 11 26.2
Upper secondary education 7 16.7
Third level education 3 7.1
None 6 14.3
No specify 4 9.5
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Table 2: Bona fide risk factors and practices associated with liver cancer among people

interviewed (n=42)

Associated risk factor Number of patients Proportion (%)
Chronic HBV infection 16 38.1

Chronic HCV infection 17 40.5

Dual HBV/HCV infection 2 4.8

Alcohol consumption 10 23.8
Intravenous injection 37 88.1
Transfusion 9 21.4
Intravenous drug addiction 0 0
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Table 3: List of symptoms and liver disorders cited by the people interviewed (n=41)

Associated risk factor Number of patients Proportion (%)
Cirrhosis (krenn thlaeum) 18 42.9
Liver cancer (moharik thlaeum) 17 40.5
Liver nodule (dos satch thlaeum) 7 16.7
Ascites (tiyek teuk) 5 11.9
Liver mass (dom thlaeum) 5 11.9
Hepatitis (relik thlaeum) 4 9.5
HCV (tchumnguh thlaeum poipet C) 4 9.5
Stomach disorders (tchumnguh krepair) 4 9.5
Liver disease (tchumnguh thlaeum) 3 7.1
HBV (tchumnguh thlaeum poipet B) 2 4.8
Abdominal pain (tchu pouh) 1 2.4
Intestinal disorder (tchumnguh pouvién) 1 2.4
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Table 4: Assumed cause of liver cancer among the people interviewed (n=39)

Assumed cause Number of patients Proportion (%)
Food sharing 19 45.2

Blood 14 33.3

Alcohol consumption 9 21.4
Intravenous injection 7 16.7

Smoking 5 11.9

Heredity 3 7.1

Khmer Rouge regime (notably plant 3 7.1

consumption during the associated period)

Undernutrition 3 7.1
Sexual intercourse 3 7.1
HBV infection 2 4.8
Hot food 2 4.8
Poor hygiene 2 4.8
Bad wind 1 2.4

Blood transfusion

Canned food

Spicy food (chili pepper)

Coin handling
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Drug consumption

HCV infection

Modern medicine

Sharing toothbrush

Sharing razor

Stomach disorder

Unknown 4 9.5
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Table 5: TCAM used by patients interviewed for their illness (n=42)

Type of TCAM Number of patients Proportion (%)
1. Herbal 27 64.3
1.1. Mix of plants 15 35.7
1.2. Soursop (Annona muricata L.) 5 11.9
1.3. Moringa (Moringa oleifera Lam.) 5 11.9
1.4. Papaya (Carica papaya L.) 3 7.1
1.5. Neem tree (Azadirachta indica A.Juss.) 2 4.8
1.6. Passion fruit (Passiflora edulis Sims) 2 4.8
1.7. vy gourd (Coccinia grandis (L.) Voigt) 1 2.4
1.8. Bitter gourd (Momordica charantia L.) 1 2.4
1.9. Gale of wind (Phyllanthus amarus 1 2.4
Schumach. & Thonn.)

2. Coining 17 40.5
3. Dietary and food supplements 17 40.5
3.1. Cow milk, soy milk 6 14.3
3.2. Nutritional drink (e.g. Ensure®) 5 11.9
3.3. Vitamins, calcium 3 7.1
3.4. Fresh coconut juice 1 2.4
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3.5. Sugarcan juice 1 2.4
3.6. Porridge 1 2.4
4. Animal products 14 33.3
4.1. Edible bird nest 10 23.8
4.2. Caprine bones 3 7.1
4.3. Hornet 1 2.4
5. Massage 7 16.7
6. Cupping 5 11.9
7. Traditional Chinese medicine 1 2.4
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CHAPITRE 3 : PRISE EN
CHARGE DES PATIENTS
ATTEINTS D'UNE
PATHOLOGIE HEPATIQUE
PAR LES MEDECINS
TRADITIONNELS

1. Contexte et objectifs

Dans les chapitres précédents, nous avons vu que le cancer du foie constituait un
probléeme majeur de santé publique au Cambodge, que les virus de I'hépatite B et C étaient
respectivement responsables de 44,3 et 43 % des cas, et que sa prise en charge a I'hopital se
réduisait a la prescription de traitements palliatifs. Il a aussi été montré que les patients font
appel a d’autres thérapeutiques en complément des traitements de I’'hdpital, en utilisant a la fois
des médicaments issus de la médecine occidentale et des traitements définis comme
traditionnels. Ces thérapies traditionnelles incluent une variété de pratiques et de remedes, et

sont, soit pris en automédication soit prescrits par un médecin traditionnel.

Au Cambodge, les médecins traditionnels khmers (kruu khmer et moines bouddhistes!?!)

exercent dans un cadre légal puisqu’ils sont reconnus par le gouvernement comme

11 Les mediums ne possédent pas de statut officiel et ne sont pas reconnus comme acteur de santé
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professionnels de santé a part entiére. Ainsi, le Centre National de Médecine Traditionnelle
s’occupe de promouvoir la médecine traditionnelle, ainsi que de former et d’enregistrer ces
tradithérapeutes. Cette formation leur permet d’acquérir des bases en médecine occidentale et
dans d’autres domaines liés a la pharmacopée. Elle vient s’ajouter a leur expérience de terrain et
a un apprentissage généralement transmis de pére en fils. Enfin, seule la validation de cette

formation leur permet de bénéficier d’une licence professionnelle et du droit officiel d’exercice.

Etant donné que plus d’un tiers des patients de notre étude (cf. chapitre 2) ont eu recours
a un médecin traditionnel, le réle du médecin traditionnel dans la prise en charge des patients
souffrant de pathologie chronique du foie est donc crucial, puisqu’il peut permettre de soulager

certains symptomes, et aider a améliorer le confort du patient.

Dans ce contexte, une enquéte ethnopharmacologique a été conduite auprés de ces
praticiens afin d’avoir une vue globale de leur connaissance sur les maladies du foie, ainsi que de

décrire leurs pratiques de prise en charge des patients.

2. Matériels et Méthodes

De septembre 2015 a janvier 2016, trente-trois médecins traditionnels, exercant dans la

capitale ou a proximité (trois provinces visitées), ont été interrogés a I'aide d’un questionnaire.
Les informations relevées étaient les suivantes :

e Données sociodémographiques

e Formation et contexte d’exercice du médecin traditionnel

e Connaissance et perception des maladies du foie (types de maladie du foie
connus, causes des maladies du foie, méthodes de diagnostic)

e Prise en charge de la maladie (recommandations hygiéno-diététiques et types de

thérapeutiques prescrites).

En plus de ces informations, le détail des remeédes administrés a été recueilli. Ainsi, les

noms de plantes composant chaque remeéde, et les parties de plantes utilisées ont été notées.
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Des indications sur les méthodes de préparation et d’administration ont également été relevées.
Et pour chaque plante mentionnée, un échantillon d’herbier a été réalisé et identifié

botaniquement.

3. Principaux résultats

Parmi les 33 médecins traditionnels interrogés, 31 étaient des hommes dont I'age était
compris entre 32 et 73 ans. 26 pouvaient étre classés dans la catégorie « kruu khmer » (cf.

introduction), 6 étaient des moines bouddhistes et le dernier était un médium.

Les maladies du foie identifiées par les médecins traditionnels étaient principalement les
hépatites virales A, B et C désignés par le terme khmer « propet A », « propet B », « propet C »
pour 6, 8 et 8 tradipraticiens respectivement, et la cirrhose « krenn thlaeum » (ou foie dur) citée

par 6 tradipraticiens.

Les principales causes des maladies du foie mentionnées par les médecins traditionnels
étaient la nourriture contaminée (soit par des pesticides ou par le partage de nourriture), I'alcool

et les microbes avec 10, 9 et 7 citations respectivement.

Afin de réaliser le diagnostic, les médecins traditionnels se basent principalement sur les
examens meédicaux apportés par le patient, et secondairement sur une symptomatologie
caractéristique (jaunisse). Par ailleurs, chague médecin traditionnel posséde ses propres
pratiques de soins. La plupart d’entre eux prescrivent un traitement général composé de
plusieurs plantes (une douzaine en moyenne) et traitant différentes maladies du foie (ex. :
cirrhose, hépatite, cancer du foie, abcés du foie). Ces traitements sont principalement préparés

sous forme d’une décoction et administrés oralement.

Concernant les plantes composant ces remedes, 83 especes ont été identifiées. Cananga
latifolia, Andrographis paniculata, Smilax glabra, Gomphrena celosioides, Passiflora foetida,

Phyllanthus amarus et Willughbeia edulis étaient les plus citées.
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Ces plantes sont soigneusement sélectionnées par les médecins traditionnels afin de
combiner plusieurs propriétés pharmacologiques telles qu’explicitées dans la médecine khmeére
(cf. introduction). Ainsi, une majorité de plantes (33 espéces) dites « trocheak » (froides) sont
utilisées pour traiter les maladies du foie percues comme « kedaeu » (chaudes). Un nombre
équivalent de plantes (34 espéces) est qualifié de « psah » (terme relatif a leurs propriétés
curatives et cicatrisantes des infections et des inflammations) et posséde, dans plus de la moitié
des cas, des propriétés « trocheak » également. Ce terme « psah » fait aussi référence aux
traitements antibiotiques (tnam psah, médicament psah) considérés comme un traitement
curatif rapide et efficace. Par ailleurs, 18 plantes sont dites « ktchol » (vent/air) désignant leur
effet sur la circulation interne des fluides (selles et urine), et donc leurs propriétés diurétiques et
laxatives. Enfin dans une moindre mesure, certaines plantes sont qualifiées de « mérok » pour

désigner leur effet contre I'origine de la maladie (par extension, les microbes).

4. Discussion et conclusion

Au total, 42 remédes médicinaux différents ont été reportés par les 33 médecins
traditionnels, incluant 83 especes identifiées botaniquement. Une grande majorité des plantes
utilisées dans ces remédes sont connues dans d’autres pharmacopées pour leur action sur le foie,
et nombre d’entre elles ont également démontré leur action pharmacologique comme
hépatoprotectrice, antimicrobienne et anti-inflammatoire. Ces informations suggérent que les
plantes utilisées pourraient avoir un réle dans la prévention et le traitement des maladies

hépatiques en agissant sur plusieurs cibles pharmacologiques.

Aussi, deux espéces (Cananga latifolia et Willughbeia edulis’?) ont été trés citées dans
I'enquéte et peu d’études ont été réalisées pour évaluer leur activité pharmacologique, il serait

donc intéressant d’entreprendre un examen approfondi de ces espéces.

12 Cette espéce a déja été reportée comme trés citée dans les maladies du foie dans la revue bibliographique de
I'introduction (voir §3.4). Cette troisieme étude permet de confirmer I'importance de |'usage traditionnel de cette
espece dans les pathologies hépatiques, en particulier au Cambodge.
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Finalement, les pratiques des médecins traditionnels semblent avoir largement évolué
depuis ces derniéres années, notamment grace a la mise en place de cette formation spécifique
dispensée au Centre National de Médecine Traditionnelle de Phnom Penh. Ainsi, leurs méthodes
de diagnostic reposent désormais sur la lecture d’examens médicaux, leurs conditions d’exercice
se rapprochent de celles des médecins modernes (cabinet privatif, formulation galénique
élaborée, notice d’emploi détaillée), et ils utilisent des concepts médicaux empruntés a la

biomédecine (notion de psah et de mérok).

Ce travail s’est traduit par la rédaction d’un article soumis le 2 Janvier 2017 a la revue
scientifique internationale indexée Journal of Ethnopharmacology, publié dans cette méme

revue le 9 mars 2017 apreés révision, et intitulé :

Article 3. « Treatment and management of liver diseases by Khmer traditional healers
practicing in Phnom Penh area, Cambodia »

Francois Chassagne, Eric Deharo, Hieng Punley, Geneviéve Bourdy.

L'article est présenté ci-dessous in extenso dans sa forme originale.
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CHAPITRE 4
IDENTIFICATION DE
COMPOSES BIOACTIFS SUR
CELLULES HEPGZ A PARTIR
DE PLANTES SELECTIONNEES

1. Contexte et objectifs

Dans les chapitres précédents, nous avons vu qu’une majorité de patients atteints de
cancer du foie se tourne vers I'utilisation de plantes médicinales en complément de la médecine
moderne. Au total, 86 plantes ont été indiquées par les médecins traditionnels (83 especes) et
par les patients (8 espéces, dont 5 communes aux médecins traditionnels) pour le traitement de
diverses affections du foie et notamment le cancer du foie. Suite a une recherche
bibliographique, nous avons calculé que 57 espéces (66,2%) ont déja été étudiées pour leur
activité hépatoprotective in vivo, justifiant ainsi leur réle dans le traitement des maladies du foie.
Cependant, 28 especes (32,5%) seulement ont été étudiées pour leur activité sur cellules
cancéreuses hépatiques, ce qui suggere lintérét de continuer les investigations
pharmacologiques sur le pool total de plantes avec ce type de modeéle d’étude in vitro.

Dans cette étude, notre démarche a été de sélectionner des espéces de plantes selon leur
convergence d’usage dans les maladies du foie en Asie du Sud-Est, puis selon leur aptitude a

inhiber la prolifération de cellules d’hépatocarcinome humain (HepG2), avec pour objectif final
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d’identifier les composés susceptibles d’étre impliqués dans I'activité antiproliférative par une

méthode de déréplication?3.

2. Matériels et Méthodes

La sélection des especes de plantes a étudier a été faite sur la base de plusieurs criteres :

e Un score élevé (S) dans I'analyse bibliographique (cf. Introduction §3.4)

e Un nombre de citations important dans I'étude précédente (cf. chapitre 3)

e L’'absence d’étude pharmacologique des extraits de plantes sur lignées cellulaires
HepG2 in vitro

e L’accessibilité et 'abondance de la ressource dans I'aire de collecte prospectée

e La facilité d’identification botanique de I'espéce

Au final, dix espéeces de plantes ont été retenues et collectées. Pour chaque espece
sélectionnée, une extraction éthanolique et une extraction aqueuse (proche de la préparation
traditionnelle) de la partie de plante utilisé en MT ont été réalisées. Un test d’inhibition de
prolifération de cellules d’hépatocarcinome humain (HepG2) a ensuite été effectué pour tous les
extraits de plantes en utilisant la méthode colorimétrique avec le sel de tétrazolium MTT. Les
extraits présentant un ICso (concentration inhibitrice médiane) inférieur a 250 pg/ml ont été
fractionnés par une méthode d’extraction en phase solide. Une analyse des métabolites présents
dans chaque extrait et fraction actifs a été réalisée par chromatographie liquide haute
performance couplée a un spectrometre de masse haute résolution (UHPLC-HRMS). Puis une
analyse multivariée a été appliquée a ces profils UHPLC-HRMS afin de classer les métabolites en
fonction de leur activité antiproliférative. Finalement, les composés susceptibles d’étre
responsables de I'activité antiproliférative ont été provisoirement identifiés en utilisant des bases

de données spécifiques aux plantes et les données de la fragmentation MS/MS in silico.

13 La déréplication consiste a identifier, par des méthodes de chimie analytique précise, la présence de composés
déja connus dans un mélange avant méme leur isolement physique.
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3. Principaux résultats

Les résultats du test indiquent que les extraits éthanoliques d’Andrographis paniculata,
Oroxylum indicum, Orthosiphon aristatus et Willughbeia edulis présentent une meilleure activité
antiproliférative (ICso = 195.9, 64.1, 71.3, 66.7 ug/ml respectivement), comparé aux extraits
aqueux et éthanoliques des six autres especes (Boerhavia diffusa, Cananga latifolia, Gomphrena
celosioides, Melastoma saigonense, Salacia chinensis, et Senna alata) (ICso > 250 pg/ml). En
fonction de ces résultats, les extraits éthanoliques ont été choisis pour I'analyse métabolomique.
Au moyen d’un procédé de déréplication, les composés susceptibles d’étre responsables de
I'activité antiproliférative ont été classées par ordre d’activité antiproliférative puis identifiés
pour A. paniculata (andrographolactone et dehydroandrographolide), O. indicum (baicalein,
chrysin, oroxylin A et scutellarein) et O. aristatus (5-desmethylsinensetin). Dans le cas de W.
edulis, le manque d’études phytochimiques sur cette espéce ne nous a pas permis d’identifier

précisément les composés impliqués dans I'activité antiproliférative.

4. Discussion et conclusion

A partir d'une analyse bibliographique de 378 espéces de plantes utilisées
traditionnellement dans les maladies du foie en Asie du Sud-Est, dix plantes ont été sélectionnés
puis comparés pour leur aptitude, dose-dépendante, a inhiber la prolifération d’une lignée de
cellules cancéreuses hépatiques. Parmi celles-ci, quatre ont été choisis puisqu’elles présentaient
une meilleure activité antiproliférative. Les composés susceptibles d’étre responsables de
I'activité ont été classés par ordre d’activité antiproliférative puis identifiés pour trois d’entre
elles (Andrographis paniculata, Oroxylum indicum, Orthosiphon aristatus). De nombreuses
informations bibliographiques confirment I'activité pharmacologique de ces trois plantes dans le
traitement des maladies du foie, cependant il existe peu de donnée disponible sur Willughbeia

edulis. Cette espece qui est parmi les plus citées a la fois par les médecins traditionnels et dans
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la bibliographie apparait donc comme une espeéce trés intéressante, pour laquelle des examens
complémentaires devraient étre réalisés. En particulier, la sélectivité de son activité
antiproliférative devrait étre évaluée, en identifiant précisément les composés responsables de
cette activité, conjointement a d’autres activités pharmacologiques relatives aux maladies du
foie.

Par ailleurs, le procédé de déréplication utilisé dans cette étude pourrait étre appliqué a
d’autres tests biologiques, notamment d’hépatoprotection, d’activité anti-oxydante ou d’anti-
inflammatoire afin de mieux comprendre les composés susceptibles d’étre responsables de

I'activité des plantes dans le traitement des maladies du foie.

Ce travail s’est traduit par la rédaction d’un article a soumettre dans la revue scientifique
internationale indexée Journal of Ethnopharmacology, et intitulé :
Article 4. « From an ethnobotanical literature review of Southeast-Asian plants used
traditionally to treat liver disorders to a dereplication of antiproliferative compounds on
HepG2 cells using a metabolomics approach »
Francois Chassagne, Mohamed Haddad, Aurélien Amiel, Chiobouaphong Pharkeovilay,

Chanthanom Manithip, Geneviéve Bourdy, Eric Deharo, Guillaume Marti.

L'article est présenté ci-dessous in extenso dans sa forme manuscrite.
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Abstract:

Ethnopharmacological relevance:

Liver cancer is a major health burden in Southeast Asia, and most of patients turns
towards the use of medicinal plants to alleviate their symptoms. Traditional plants were selected
according to a point system from a comprehensive literature survey. The aim of this work was to
apply a dereplication approach in order to identify compounds in mixture putatively responsible

for the antiproliferative activity on human hepatoma cells of selected species.

Materials and Methods:

A comprehensive review focused on Southeast Asian literature was performed to
determine plant species reported in the treatment of liver disorders. A point system allowed the
selection of plants for further collection and extraction. Antiproliferative activities of extracts
were assessed on HepG2 cell lines. Extracts with 1Cso < 250 pug/ml were fractionated using solid
phase extraction (SPE). Constituents of crude extracts and their respective fractions were
characterized by ultra-high-performance liquid chromatography coupled to high resolution mass
spectrometry (UHPLC-HRMS). Multivariate analysis of UHPLC-HRMS data allowed the ranking of
metabolites according to their antiproliferative activity. Top ranked compounds were putatively

identified using plant databases and in silico fragmentation pattern.

Results:

In the review process, 45 publications were analyzed providing a list of 378 plant species.
Ten species were selected and tested on HepG2 model. Ethanolic extracts of Andrographis
paniculata, Oroxylum indicum, Orthosiphon aristatus and Willughbeia edulis showed the highest
antiproliferative effect (ICso= 195.9, 64.1, 71.3, 66.7 pug/ml respectively) and were submitted to
metabolomic analysis. A dereplication approach allowed the putative annotation of compounds
responsible for the antiproliferative property in A. paniculata (andrographolactone and
dehydroandrographolide), O. indicum (baicalein, chrysin, oroxylin A and scutellarein) and O.
aristatus (5-desmethylsinensetin). For W. edulis, no compound belonging to the species was
annotated in the top ranked features, thus underlining the value of the workflow depicted here

to focus on further bioassay guided fractionation approach on this species.
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Conclusion:

Starting from a literature review of 378 medicinal plants used traditionally for liver
disorders in Southeast Asia, ten plant species were selected, among which, four were further
investigated for their ability to inhibit proliferation of human hepatoma cell lines. Putative active
compounds were ranked and identified for three plants. Although these three plants are well
known for their hepatoprotective effect, no information is available for W. edulis. Thus, further
investigations should be performed to determine its phytochemical constituents, to evaluate the
selectivity of the antiproliferative effect and others pharmacological activities related to liver

disorders.

Keywords: hepatocellular carcinoma; medicinal plants; HepG2; antiproliferative effect; Southeast

Asia; metabolomics; dereplication
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1. Introduction:

Liver cancer represent the second leading cause of cancer-related death worldwide and
is therefore a major health public problem (Ferlay et al., 2015), hepatocellular carcinoma (HCC)
being responsible of 80% of all liver cancers. The geographical distribution of HCC is
heterogeneous with a high prevalence in developing regions of Eastern and South-eastern Asia
(Pourhoseingholi et al., 2015). Curative treatments for HCC are mainly based on surgical
resection, liver transplantation and local ablation. Although, these therapies can improve the
prognosis of patients, there are indicated mainly for patients diagnosed at an early stage (Bruix
and Sherman, 2011). Unfortunately, in developing countries, most of the patients are diagnosed
at late stage and thus receive palliative treatments only (Chassagne et al., 2016b; Ruiz et al.,
2016). Moreover, the high cost of treatment does not allow poor people to have access to good
qguality healthcare. Therefore, recent studies pointed out that liver cancer patients from low-
income countries turns towards the use of traditional, complementary and alternative medicine

(TCAM) and especially medicinal plants (Chassagne et al., in press; Rojas Rojas et al., 2016).

Hepatocarcinogenesis is a complex process involving a series of individual steps related
to proliferation, cell cycle regulation, differentiation, apoptosis, angiogenesis, invasion and
metastasis (Surh, 1999; Whittaker et al., 2010). Natural agents can exert therapeutic effects in
one or more specific stage of this multistep process. As an example, milk thistle (Silybum
marianum (L.) Gaertn.) which has been used for the treatment of liver disorders since the ancient
Greeks is by far the most studied plant species for its hepatoprotective activity (Schuppan et al.,
1999). A flavanolignan mixture, called silymarin, have been isolated from the seeds and fruits of
the milk thistle, and its anticarcinogenic effect have been attributed to various actions: anti-
inflammation, cell cycle regulation, apoptosis induction, growth inhibition, inhibition of
angiogenesis, inhibition of invasion and metastasis (Feher and Lengyel, 2012; Ramasamy and
Agarwal, 2008). Despite its limitation, in vitro antiproliferative assays on human hepatoma cells
are widely used as a starting point for the evaluation of anti-hepatocarcinogenic effect (Carraz et

al., 2015; Chaudhary et al., 2011; Mahavorasirikul et al., 2010). Coupled with a dereplication
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approach and a multivariate analysis, this assay might help to rank and identify compounds
responsible for the antiproliferative effect, providing a better understanding of the mechanism
of action of medicinal plants (Verpoorte et al., 2005; Yuliana et al., 2013). Recently, Chervin et al.
(2017) have described a new method for the dereplication of natural products in complex mixture

which was employed for the identification of redox active compounds from Viola extracts.

Most of researches on medicinal plants used for the treatment of chronic liver diseases
are based on the study of pharmacopeias of major traditional medicines (i.e. Traditional Chinese
Medicine (TCM), Ayurvedic medicine (India), Kampo medicine (Japan) or Western herbal
medicine) (Batey et al., 2005). However, in Southeast Asia, information on medicinal plants used
for treating liver diseases is scattered and, to the best of our knowledge, only one publication has
focused on medicinal plants used by Khmer traditional healers in Phnom Penh area (Cambodia)
for liver pathologies (Chassagne et al., 2017). In this study, authors documented the use of 83
plants species, and found out that most of them have been shown to possess pharmacological
properties (hepatoprotective, antimicrobial, anti-inflammatory, etc.) justifying their use with
varying degrees of certainty. Still, for many of these plants species, further in-depth
investigations are needed in order to recommend their use, and to highlight their mechanism of

action.

Therefore, because in Southeast-Asia, traditional healers are frequently consulted by
patients suffering from liver cancer, and also because they rely on medicinal plants for their cure,
we decided to undergo the antiproliferative evaluation of selected extracts on HepG2 cells. Then,
with the help of a dereplication approach, to provide some clues of putative active compounds

present in the most active ones.
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2. Materials and Methods

2.1. Ethnopharmacological selection of plants

A comprehensive review of the scientific literature was realized from May to July 2016 by
focusing on Southeast Asian ethnobotanical documents. Books, PhD or master’s thesis, and
reports available in Lao, Cambodian and French libraries were reviewed. Scientific articles
published in international journals were screened by consulting electronic databases (Google
Scholar, PubMed, Web of Science); and by using specific keywords: “traditional medicine”,
“medicinal plants”, combined with terms related to liver diseases: “liver”, “jaundice”, “icterus”,
“hepatitis”; and geographical names: “Southeast Asia”, “Cambodia”, “Laos”, “Vietnam”,
Thailand”, “China”.

References in French, English, Cambodian and Lao were consulted, and translated if

necessary. Botanical names were validated by referring to the Plant List database

(http://www.theplantlist.org/).

As described in Elkington et al. (2014), a point system was employed to prioritize species
recorded. Each plant species was given one point: for each citation in the overall literature; and
for each Southeast Asian country where the plant was cited. The final score (S1) was obtained
after the multiplication of the two values. All the plants recorded were entered in an excel
spreadsheet (Microsoft 2013) (Suppl. Mat S1). Altogether 378 species were listed. From this list,
we selected species with: (i) the highest score S1, (ii) the highest number of citations in Chassagne
et al. (2017), (iii) no previous pharmacological evaluation on hepatocarcinoma cells (HepG2) for

their crude extract, and (iv) a high frequency and abundance in the prospected area.

2.2. Plant materials

Plants were collected in July 2016 in Champasak province, Lao PDR with the assistance of
traditional healers working in the Traditional Medicine Department, Champasak Regional

Hospital. Authorization to collect the plant was obtained from relevant authorities. Ethical
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approval was obtained from the National Ethics Committee for Health Research (NECHR) under

the supervision of the Ministry of Health of Lao PDR in February 2016 (010NIOPH/NECHR).
Voucher specimens were deposited at the herbarium of the Department of Biology,

Faculty of Sciences, National University of Laos (NUolL) in Vientiane. Botanical identification was

realized by the first author, and confirmed by specialists.

2.3. Plant extraction and fractionation procedures

All the selected plant materials were shade-dried at room temperature for seven days
and pulverized into fine powder. Then, the air-dried and powdered part of plants (15g) were
exhaustively macerated with 80% EtOH (v/v, 2 x 150ml) at room temperature. The ethanolic
solution was filtered, then concentrated under reduce pressure at 40°C to obtain the crude
extracts. In parallel, agueous extracts were obtained as follows: 15g of dried powdered plants
were stirred in 150ml of deionized water, in a water bath at 90°C for 30 min, then kept at room
temperature for 2 hours. The solution was filtered, stored in a freezer (-20°C) for one day, and
freeze-dried for 3 days.

The ethanolic and aqueous dry extracts of each bioactive plants were fractionated using
SPE (1 g Sep-Pak® C18 cartridge, Waters, USA). The SPE cartridges were primarily activated with
10 ml of methanol 100% (v/v), then equilibrated with 10 ml of methanol 5% (v/v). One hundred
milligram of each extract were finally suspended in 1 ml of methanol 5% (ethanolic extracts) or 1
ml of water (aqueous extracts) and eluted successively with MeOH/H,0: 5/95 (Fr1), 20/80 (Fr2),
40/60 (Fr3), 60/40 (Fr4), 80/20 (Fr5) and 100% MeOH (Fr6) to yield six fractions.

For each fraction and extract, stock solutions at a concentration of 10mg/ml in DMSO
(Dimethyl sulfoxide) 100% (v/v) were prepared for antiproliferative assays on HepG2 model; and

at a concentration of 2mg/ml in methanol 100% (v/v) for UHPLC-HRMS analysis.
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2.4. Cell culture and antiproliferative assay

HepG2 (human hepatoma carcinoma) cell lines were purchased from the American Type
Culture Collection (ATCC, USA). HepG2 cells were cultured at 37°C, 5% CO,, in RPMI 1640 medium
(Gibco®, Life Technologies, USA), supplemented with 10% fetal bovine serum, and
penicillin/streptomycin (100U/ml). For antiproliferative assay, HepG2 were cultured in the same
conditions without antibiotics. The medium was renewed twice a week.

HepG2 cells under exponential growth were seeded in 96-well plates at a density of 10
000 cells per well. After overnight growth, cells were treated with various concentrations of
extracts/fractions for 72 h. The concentration tested range from 1.95 to 250 pug/ml. Then, the
cells were washed with Phosphate-Buffered Saline (Gibco®, Life Technologies, USA), and
incubated with MTT (Sigma Aldrich, USA) at a concentration of 0.5 mg/ml for 4 h. DMSO (Fisher
Chemicals, UK) (100 ul/well) was then added into each well, and the plates were read at 570 nm
using a microplate reader (EON, BioTek, USA). The inhibition rate was calculated and ICso values
were determined using Graph Pad Prism v.6 software (Graph Pad, USA). For each set of
experiments, a positive control (Triton X-100 1%) was used to induce 100% cell death. All

experiments were performed in triplicate.

2.5. UHPLC-HRMS profiling

Metabolite profiles were acquired using a UHPLC-DAD-LTQ Orbitrap XL instrument
(Thermo Fisher Scientific, UK) equipped with an electrospray ionization source (ESI). The UHPLC
system consisted of an Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific, UK) equipped with a
Acquity BEH Cig column (100 x 2.1 mm i.d., 1.7 um, Waters, USA). The mobile phase was
composed of solvent A (0.1% formic acid-water) and solvent B (0.1% formic acid-acetonitrile)
with a gradient elution (0-0.5 min, 95% A; 0.5-12 min, 95-5% A; 12-15 min, 5% A; 15-15.5min, 5-
95% A; 15.5-19 min, 95%A). The flow rate of the mobile phase was 0.3 ml/min. The injection
volume was 2 plL and the column temperature was maintained at 40°C. Electrospray ionization

was applied in negative ion (NI) and positive ion (Pl) mode under the following conditions:
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capillary voltage at 3.0 kV and 4.2 kV for NI and PI respectively, and capillary temperature at
300°C. The UV detection was performed by a diode array detector (DAD) from 210 to 400 nm.
Full mass spectra were recorded between 100 and 1500 Da. CID (Collision Induced Dissociation)
mass spectra were obtained using the following parameters: 35% normalized collision energy,
isolation width 2 Da, activation Q 0.250. External mass calibration was accomplished before

starting the experiment.

2.6. Data processing and statistical analysis

Data processing and statistical analysis were performed as previously described by
Chervin et al. (2017). Briefly, the UHPLC-HRMS raw data were processed with MS-Dial v.2.56
(Tsugawa et al., 2015) for mass signal extraction and peaks alignment. The resulting peak list was
then exported into a comma-separated value (CSV) file format for proceeding to multivariate
data analysis using SIMCA-P+ v. 14.0 (Umerics, Sweden). The OPLS (Orthogonal Projections to
Latent Structures) regression was done with HepG2 ICso values as Y input. For each model, a
leave-one-subject-out cross-validation was performed to assess the model fit. The validity of the
discriminant model was verified using permutation tests (Y-scrambling). Coefficient score were
used to rank variables according to their correlation with the measured antiproliferative activity.
Molecular formula prediction and compound annotation of significant features (m/z, RT pairs)
were calculated with MS-FINDER 2.10 (Tsugawa et al., 2016). Only natural product databases
focused on plants were selected (i.e. Universal Natural Products Database (UNPD), KNApSAc,
PlantCyc, Dictionary of Natural Products (DNP, CRC press, v25:2) and CheBl). Database
interrogation was performed following a three-step process. Already known compounds
belonging to the plant species were first analyzed, then those belonging to the botanical family,
and finally, molecules present in all plant databases were interrogated. Results were presented
as a list of compounds sorted according to a score value for each match. This value encompassed
uncertainty on accurate mass, the isotopic pattern score and the experimental MS/MS

fragmentation mirrored to in silico fragmentation of the candidate structure.
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3. Results

3.1. Plants selected

The bibliographical review process covered a total of 45 publications including 23 books,
18 scientific articles, 2 PhD thesis and 2 reports. A total of 378 plant species belonging to 112
families were identified from the literature. The three most cited plants in the literature were:
Melastoma saigonense (Kuntze) Merr. (9 citations), Willughbeia edulis Roxb. (8 cit.), and
Phyllanthus urinaria L. (8 cit.). Two plant species were reported from five and four countries
respectively: Curcuma longa L. and Oroxylum indicum (L.) Kurz. The most predominant plant
genus were Phyllanthus (13 cit., 4 species) and Senna (11 cit., 5 species). The most cited plant
families in the literature were Leguminosae (57 cit., 39 plant species recorded), Rubiaceae (26
cit., 17 species), Apocynaceae (26 cit., 13 species) and Compositae (22 cit., 17 species).

The highest final score (S1) was obtained for: Curcuma longa L. (28), followed by Oroxylum
indicum (L.) Kurz (24), Melastoma sanguineum Sims (18), Orthosiphon aristatus (Blume) Mig.
(18), Senna alata (L.) Roxb. (18), Phyllanthus urinaria L. (16) and Willughbeia edulis Roxb. (16).

Based on the number of citations obtained in Chassagne et al. (2017), 10 species were

selected for further analysis (Table 1).
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Table 1: Plants cited for the treatment of liver diseases in the literature, and selected for antiproliferative assay on HepG2 model

o . Part of plants Voucher Number of citations in
Scientificname Family . Score
used specimen Chassagne et al. (2017)
Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees Acanthaceae Aerial part FC371 12 12
Boerhavia diffusa L. Nyctaginaceae Aerial part FC369 4 5
C.ananga latifolia (Hook.f. & Thomson) Annonaceae Stem bark FCO54 s 15
Finet & Gagnep.
Gomphrena celosioides Mart. Amaranthaceae Aerial part FC370 2 9
Melastoma saigonense (Kuntze) Merr. Melastomataceae Root FC455 18 0
Oroxylum indicum (L.) Kurz Bignoniaceae Stem bark FC376 24 5
Orthosiphon aristatus (Blume) Migq. Lamiaceae Aerial part FC457 18 2
Salacia chinensis L. Celastraceae Stem bark FC454 9 6
Senna alata (L.) Roxb. Leguminosae Leaf FC453 18 5
Willughbeia edulis Roxb. Apocynaceae Stem bark FC451 16 8

Score (S1) was calculated as follow: (number of citations in the literature) x (number of countries where the plant is used)
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3.2. Antiproliferative assay
Of the 20 plant extracts tested on HepG2 model, only four ethanolic extracts (A.
paniculata, O. indicum, O. aristatus and W. edulis) and one aqueous extract (W. edulis) have 1Cso

values inferior to 200 ug/ml. (Table 2).

Table 2: Antiproliferative activity of 10 plant species on HepG2 cell lines

Ethanolic extract IC Aqueous extract IC
Scientific name >0 q >0

(ng/ml) (ng/ml)
Andrographis paniculata 195.9+13.86 >250
Boerhavia diffusa >250 >250
Cananga latifolia >250 >250
Gomphrena celosioides >250 >250
Melastoma saigonense >250 >250
Oroxylum indicum 64.1+10.56 >250
Orthosiphon aristatus 71.3+4.75 >250
Salacia chinensis >250 >250
Senna alata >250 >250
Willughbeia edulis 66.7 £ 8.37 127.2+8.22

Data are presented as mean + SD of three replicate experiments
IC50=half-maximal inhibitory concentration
In bold letters: Plants species with the best antiproliferative activity (ICso<250ug/ml)

Regarding these preliminary results, the ethanolic extracts of A. paniculata, O. indicum,
O. aristatus and W. edulis were selected for further fractionation using different concentrations

of methanol. Each fraction obtained was then retested on HepG2 model (Table 3).
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Of the 20 fractions evaluated, the highest antiproliferative activities were obtained for

the fractions 5 of O. aristatus and A. paniculata (ICso = 15.6 and 33.3 pg/ml respectively).

Table 3: Antiproliferative activity of the fractions of the four most antiproliferative plant

species
Scientific name Ethanolic extract IC;,
(ng/ml)
Andrographis paniculata
Frl ND
Fr2 ND
Fr3 >100
Frd 66.2 +10.39
Fr5 33.3+7.79
Fré >100
Oroxylum indicum
Frl >100
Fr2 >100
Fr3 >100
Fr4 >100
Fr5 84.4+12.69
Fré ND
Orthosiphon aristatus
Frl >100
Fr2 >100
Fr3 >100
Frd >100
Fr5 15.6+0.51
Fré6 90.8+3.06
Willughbeia edulis
Frl >100
Fr2 90.7+2.26
Fr3 69.3+£14.63
Fr4 >100
Fr5 >100
Fré ND

Data are presented as mean + SD of three replicate experiments

In bold letters: fractions with the best antiproliferative activity (ICso<100pg/ml)
Fr = Fraction

ND = Not Determined
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3.3. UHPLC-HRMS- based metabolomics approach

Metabolite profiling of all the 61 extracts (48 fractions, 8 crude extracts, 5 QC samples
prepared by pooling an aliquot of all fractions) were acquired in positive and negative ionization
mode.

When comparing the UHPLC-HRMS profiles obtained from the aqueous and the ethanolic
extracts of each plant, it was clearly shown that ethanolic extracts exhibited a higher number of
peaks than aqueous extracts (Figure 1). Thus, the ethanolic extract can be considered as richer in
compounds than the aqueous extract, which corroborate with the antiproliferative activity (best
activities for ethanolic extracts, see Table 2). In the case of W. edulis, the two profiles were similar
in the number and intensity of peaks, which may be attributed to the presence of antiproliferative

compounds in both extracts (Figure 2).

Figure 1: Total ion chromatograms in negative mode obtained from Orthosiphon aristatus
ethanolic and aqueous extracts
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Figure 2: Total ion chromatograms in negative mode obtained from Willughbeia edulis
ethanolic and aqueous extracts

According to antiproliferative assay results, ethanolic extracts were chosen for a deeper
metabolomic analysis in order to dereplicate active compounds. The processing of UHPLC-HRMS
profiles afforded a data table comprising each detected features (m/z, RT pairs) in all samples
with their relative intensity. In total, 1451 and 1188 features were detected in positive and
negative mode respectively for A. paniculata; 1339 and 1503 for O. indicum; 1526 and 787 for O.
aristatus; 762 and 1186 for W. edulis.

In order to better visualize the similarities and the differences among these complex data
sets, PCA (Principal Component Analysis) was used to classify the fractions and the ethanolic
extracts from each four plants species. In the PCA score plots, each spot represents a sample
(Figure 3). As expected, PCA grouped QC (a pooled sample of all extracts) near the plot center.
Moreover, PCA could well separate the four-plant species and their fractions, indicating the

variability and the reproducibility of the dataset.
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Figure 3: PCA score plots of UHPLC-HRMS profiles of ethanolic extracts from four plant
species and their fractions (F) in negative mode

For each plant species, we performed OPLS regression analysis to obtain a classification
of the metabolites regarding the HepG2 ICsp value (input Y). The ranking of the antiproliferative
compounds was realized according to their regression coefficient values: negative coefficients
were correlated to potential antiproliferative compounds and positive coefficients to less-
antiproliferative compounds. Then, the compounds with the best rank were identified based on
comparison between experimental MS/MS fragments and in silico spectra of structure

candidates (Figure 4).
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Figure 4: OPLS regression analysis and identification of putative compounds for Oroxylum

indicum ethanolic extract
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3.4. Identification of potential antiproliferative compounds

Using the OPLS regression analysis results, the top ranked compounds of the four plants

species were tentatively identified by interrogating natural product databases.

For A. paniculata, two compounds (andrographolactone and dehydroandrographolide),
one compound (19-Hydroxyjolkinolide E), and two compounds (Viteoside A, (1,8E,12E,14Z)-
heptadecatetraene-4,6-diyne-3,11-diol) were putatively identified from the database related to
the plant species, to the botanical family (Acanthaceae) and to all plant databases respectively.
In this top five ranked compounds, four are diterpenoids molecules and two have been already
evaluated for their antiproliferative activity (Table 4).

For O. indicum, of the top six compounds annotated, four (baicalein, scutellarein, oroxylin
A and chrysin) and two compounds (ladanein, 3-Hydroxydehydroiso-alpha-lapachone-(2S,3S)-
form) respectively were putatively determined from the databases related to the plant species
and to the botanical family (Bignoniaceae) respectively. Among them, five are flavonoids
molecules which have been already evaluated for their antiproliferative activity.

Of the top five compounds dereplicated for O. aristatus, only one compound (5-
desmethylsinensetin) was putatively identified from the databases related to the plant species,
and has been already evaluated for its antiproliferative activity. Besides, two compounds (6,8-
Dihydroxy-13,14,15,16-tetranor-12-labdanoic acid-(6alpha,8alpha)-form-8-Ac, Prinoid B) and
one compound (Brasiliensophyllic acid A) were putatively determined from the database related
to the botanical family (Lamiaceae), and to all plant databases respectively.

For W. edulis, no previous phytochemical studies have been performed to isolate
compounds present in the species. Thus, only molecules belonging to the Apocynaceae family
(3716 compounds) and others plant families were analyzed. In the top five ranked molecules,
one compound (Parabaroside C) and four compounds (procyanidin, hydnocarpin 7-O-[4-Hydroxy-
E-cinnamoyl-(—4)-B-D-glucopyranoside], 3,8-Dihydroxy-3,10(14)-guaiadien-12,6-olid-13-oic
acid, (1a,5a,6a,8a,11a)-form, 8-0-(3-Piperidinyl), 3-O-B-D-glucopyranoside, lysidicichin) were

putatively determined from the databases related to the botanical family (Apocynaceae) and to
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all plant databases respectively. Among them, two have been already evaluated for their
antiproliferative activity, but these compounds are not present in plants from the Apocynaceae

family, thus their annotation remain elusive.
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Table 4: Summary of the top ranked dereplicated compounds for the four plant species

5 Type of Percentage in ) 5 . 5 . .
Rank® RT(min) [M-H]-/ [M-H]+" Molecular formula Mass error (mDa) . tract? Potential I1d® Chemical class Biological source Biological activity References
q extra
Andrographis paniculata
Vit tundifoli
1 9.64 555.2831 (-) C28H44011 0.0021 A 7.9% Viteoside A Diterpene itex rotundifolia NR
(Vitaceae)
- . Phlogacanthus sp.
2 6.78 317.2099 (+) C20H2803 0.0010 F 15.2% 19-Hydroxyjolkinolide E Diterpene NR
(Acanthaceae)
Antiproliferative activity on LoVo
3 6.83 297.1836 (+) C20H2402 0.0012 s 3.8% Andrographolact Dit Andrographis paniculata | \*- 0" nce) and NCIHas0 cells wang etal,
X . +, . .8%
b ndrographolactone iterpene ndrographis paniculata (lung cancer) [ICs= 50 and 60uM 2009
respectively]
(1,8,12€,147)- Artemisia eriopoda
4 6.84 257.1526 (+) C17H2002 0.0009 A 4.5% heptadecatetraene-4,6- Polyacetylene X P NR
. R (Compositae)
diyne-3,11-diol
Antiproliferative activity on
. . . HepG2and T-47D models (breast  Tanetal.,
5 6.83 333.2047 (+) C20H2804 0.0012 S 4.6% Dehydroandrographolide Diterpene Andrographis paniculata
cancer) [ICso= 11.5 and 1.5pg/ml 2005
resp.]
Oroxylum indicum
Antiproliferative activity on
HepG2, A549 (lung cancer) and L tal
1 7.45 269.0449 (-) C15H1005 0.0006 s 0.6% Baicalein Flavonoid Oroxylum indicum BCG-823 (gastric cancer) cells “3;1 ; ”
[ICso=28.3, 13.0and 19.1 pug/ml
resp.]
Baccharis sp.
(Compositae), Catalpa sp. Antiproliferative activity on K562 Alkhatib et
2 6.69 313.0711(-) C17H1406 0.0007 F ND Ladanein Flavonoid (Bignoniaceae), and K562R cells (leukemia) [ICsp= al azrl)lg
Marrubium sp. 25.1and 38.0 pg/ml] N
(Lamiaceae)
Antiproliferative activity on
HepG2, DLA (lymphoma), A-549
. . s Thirusangu et
3 6.44 287.0539 (+) C15H1006 0.0012 S 0% Scutellarein Flavonoid Oroxylum indicum (lung cancer), and MCF-7 (breast al 2017
cancer) cells [ICs,=8.4, 5.8, 6.8 v
and 13.7 pug/ml resp.]
Antiproliferative activity on
HepG2 and SMMC-7721 models Zouetal.,
4 7.46 285.0749 (+) C16H1205 0.0009 S 0.6% Oroxylin A Flavonoid Oroxylum indicum .
(liver cancer) [IC5o=59.5 and 104.1 2012
uM]
3-Hyd dehydroiso-alpha- Catall .
5 7.44 255.0657 () C15H1204 0.0006 F 0% ydroxydenydroiso-alpha: - bhtoguinone -ataipa sp NR
lapachone-(2S,3S)-form (Bignoniaceae)
Antiproliferative activity on Sunetal.,
6 7.29 253.05 (-) C15H1004 0.0005 S 2.6% Chrysin Flavonoid Oroxylum indicum .
HepG2 cell lines [ICsp=5uM] 2011




Rank® RT (min)

[M-H]-/[M-H]+® Molecular formula Mass error (mDa)

Type of

Percentage in
Potential 1d®

Chemical class

Biological source

Biological activity

References

database® aqueous extract®
Orthosiphon aristatus
Calophyllum inophyllum No antiproliferative effect on Cottiglia et
1 9.17 559.3112 (-) C35H4406 0.0048 A 0% Brasiliensophyllicacid A Chromanone acid phYy . Phy Jukart T (leukemia) and g
(Clusiaceae) ! al., 2004
myosarcoma cell lines
. . Soymida febrifuga
2 8.18 737.28(-) C39H46014 0.0017 A 4.1% Febrinin A Triterpene . NR
(Meliaceae)
6,8-Dihydroxy-13,14,15,16- Salvia vosgadensis
3 7.47 325.2013 (-) C18H3005 0.0007 F ND tetranor-12-labdanoic acid- Diterpene (La;iaiaae) NR
(6alpha,8alpha)-form-8-Ac
Antiproliferative activity on MDA-
MB-435 (breast cancer), MCF-7
(breast cancer), DU-145 (prostate
. . . . . Manthey and
4 7.63 359.1107 (+) C19H1807 0.0014 S 0.9% 5-desmethylsinensetin Flavonoid Orthosiphon aristatus cancer), HT-29 (colon cancer), Guthrie. 2002
DMS-114 (lung cancer), SK-MELs  2Uthe
(melanoma cancer) [ICso= 0.06,
0.03,2.2,5.0,0.11, 1.1 uMresp.]
Salvia prionitis No antiproliferative activity on A- Chang et al
5 8.92 311. 1626 (+) C20H2203 0.0016 F 0% Prionoid B Diterpene p 549 (lung cancer) and P-388 8 v
(Lamiaceae) . 2005
(leukemia)
Willughbeia edulis
) X Parabarium huaitingii
1 3.91 613.1550 (-) C30H30014 0.0014 F 46.8% Parabaroside C Flavonoid NR
(Apocynaceae)
Antiproliferative effect of Actis-Goretta
2 3.6 577.1338(-) C30H26012 0.0015 A 63.3% Procyanidin Flavonoid Widespread in plants  structured related procyanidin on etal. 2008
various cancerous cell lines v
Antiproliferative activity of
Hydnocarpin; 7-O-[4- hydnocarpin against various
Y _pl [ ) Mallotus metcalfianus Y pin agai ) variou Sharm and
3 4.44 773.2059 (+) C40H36016 0.0017 A 13.9% Hydroxy-E-cinnamoyl-(—>4)- Flavonolignan R cancerous cell lines
) (Euphorbiaceae) Hall, 1991
B-D-glucopyranoside] (nasopharynx, colon,
osteosarcoma, lung, glioma)
3,8-Dihydroxy-3,10(14)-
guaiadien-12,6-olid-13-oic Sesquiterpene Youngia japonica
4 378 540,242 (+) C26H37NO11 0.0019 A 146.9% acid, (1a,5a,6a,80,11a)- quiterp giajep NR
) alkaloid (Compositae)
form, 8-O-(3-Piperidinyl), 3-
0O-B-D-glucopyranoside
5 3.46 469.1134 (-) C24H22010 0.0006 A 17.3% Lysidicichin Flavonoid Lysidice sp. (Leguminosae) NR

@Based on OPLS coefficient regression values

b Molecular mass obtained in negative mode (-) or in positive mode (+)

¢ Three types of database are analyzed: species level (S), family level (F) and all plants (A)



4 Each compound dereplicated from the ethanolic extract were searched in the aqueous extract, and its
abundance compared to the ethanolic extract based on the relative peak intensity from extracted ion
chromatogram (XIC)

eTop ranked hits determined by in silico MS/MS fragmentation with MS Finder

ND=Not Detected
NR=No references related to antiproliferative activity found in the literature
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4. Discussion

A scoring bibliographic approach was set up for the selection of plants frequently used in
the treatment of liver disorders in Southeast Asia. Starting from 378 plants, 10 plants were
selected and their antiproliferative activity were tested on HepG2 cells.

Among the four plants species exhibiting the highest antiproliferative activity on HepG2
cell lines, three (A. paniculata, O. indicum, O. aristatus) are well known for the treatment of liver
disorders in various countries and have been evaluated for different pharmacological activities
related to liver impairments.

Andrographis paniculata (Acanthaceae) is an herbaceous plant native from Asia, which is
cultivated in various countries including China and India. Due to its bitter taste, it is known as
“the king of bitters”, and it is employed as a bitter tonic in Ayurvedic medicine and is indicated
for “hot” conditions in TCM (Thakur et al., 2015). According to our point system, A. paniculata is
the tenth most employed plant species in Southeast Asia, where it has been reported to be used
for jaundice, hepatitis and liver disorders (Chassagne et al., 2017; Hossain et al., 2014; Inta et al.,
2013). The high value of this herb in the treatment of liver disorders can be attributed to its
numerous pharmacological effects such as hepatoprotective effect, antiviral activity against
hepatitis B virus, immunomodulatory, anti-inflammatory, analgesic and antipyretic properties
(Chen et al., 2014; Hossain et al., 2014; Jayakumar et al., 2013). Major constituents of A.
paniculata are diterpenes lactones (more than 50 compounds described, including
andrographolide the major active principle), flavonoids, quinic acid derivatives and xanthones
(Subramanian et al., 2011).

In our study, the ethanolic extract of A. paniculata and one of its fraction (fraction 5)
showed an IC50 value of 195.9 pug/ml and 33.3 ug/ml respectively on HepG2 cell lines. Our
dereplication approach allowed the annotation of two compounds already reported in the
literature for this species, and thus putatively responsible for the antiproliferative effect (Tan et
al., 2005; Wang et al.,, 2009). Dehydroandrographolide (also known as 14-Deoxy-11,12-
didehydroandrographolide) is a diterpene molecule which has been shown to possess

antiproliferative activity on various cancerous cell lines: T-47D (breast cancer), Hs-578T (breast

163



Chapitre 4 : Identification de composés bioactifs sur cellules HepG2 a partir de plantes sélectionnées

cancer), NCI-H23 (lung cancer) and HepG2 with ICso of 1.5, 34.9, 41.8 and 11.5 pg/ml respectively.
Compare to others major diterpenoid constituents of A. paniculata, dehydroandrographolide
showed greater antiproliferative activity on HepG2 model, thus confirming its putative role in the
antiproliferative effect of the ethanolic extract (Tan et al., 2005). Moreover, Tan et al. (2012)
reported that this compound exerts its antiproliferative effect by regulating genes that are known
to inhibit cell proliferation, induce growth arrest and suppress cell growth. Andrographolactone,
is another diterpenoid molecule recently isolated from the ethanolic extract of A. paniculata. It
has been reported to exhibit antiproliferative effect on two human cancerous cell lines (LoVo,
colon cancer and NCI-H460, non-small cell lung cancer) (Wang et al., 2009). However, no studies
have evaluated its antiproliferative effect on HepG2 model, thus further investigations are
needed to confirm its role in the antiproliferative activity. Besides, the others top ranked
compounds identified at the family level should be first isolated from A. paniculata and then

evaluated for their antiproliferative effect on HepG2 model in order to confirm our results.

Oroxylum indicum (Bignoniaceae) is a medium-sized tree, native to the Indian sub-
continent and extends into Southeast Asia and Southern China. It is traditionally used in many
Asian countries including Indian Ayurvedic medicine and TCM (Dinda et al., 2015). From our
literature review, this tree is the second most employed species in the region for treating liver
disorders and jaundice. To justify this traditional use, numerous pharmacological activities have
been reported such as hepatoprotective, antimicrobial, anti-oxidant, anti-inflammatory,
immunostimulant and analgesic activities (Dev et al., 2010; Lim, 2012). Flavonoids are the most
abundant constituents of this plant, among which baicalein, chrysin and oroxylin A are the major
chemical constituents of the stem bark (Dinda et al., 2015).

The ethanolic extract of O. indicum showed the highest antiproliferative activity on HepG2
model (ICso = 64.1 pug/ml) compare to other plants evaluated in our study. Based on the results
of our dereplication approach, the antiproliferative effect might be attributed to the presence of
four compounds belonging to the flavonoid chemical class and present in the plant species:
baicalein, scutellarein, oroxylin A and chrysin. Indeed, these four molecules have been reported

to possess antiproliferative activity on HepG2 model in previous studies with 1Cso ranging from

164



Chapitre 4 : Identification de composés bioactifs sur cellules HepG2 a partir de plantes sélectionnées

1.27 to 28.3 pg/ml (Luo et al.,, 2014; Sun et al., 2011; Thirusangu et al., 2017; Zou et al., 2012).
Although, another flavonoid compound (ladanein) found in some plants from the Bignoniaceae
family was annotated and has demonstrated antiproliferative effect on leukemia cell lines
(Alkhatib et al., 2010), further investigations are necessary to confirm the presence of this

constituent in O. indicum and to evaluate its antiproliferative activity on HepG2 model.

Orthosiphon aristatus (Lamiaceae) is an herbaceous plant native from Southeast Asia, and
widely distributed in temperate and tropical areas. The plant is registered at the European
pharmacopeia for its diuretic properties. In our analysis, O. aristatus rank third and is used in
Cambodia, Laos and Vietnam for treating hepatitis and jaundice (Cheng and Huon, 1996; Tezuka
et al., 2000). Besides its diuretic activity, the plant species have been shown to possess anti-
inflammatory, analgesic, antipyretic and hepatoprotective properties, thus supporting its role in
the treatment of liver disorders (Ameer et al., 2012). Three types of phytochemicals have been
isolated from this species including flavonoids, phenylpropanoids (caffeic acid derivatives) and
terpenoids (mainly diterpenes and triterpenes).

O. aristatus ethanolic extract exhibited an 1Cso value of 71.3 pg/ml, while one of its
fraction (fraction 5) showed the highest antiproliferative activity (ICso = 15.6 pg/ml) compare to
other fractions obtained from other plants species. The results from our dereplication approach
indicated that only one compound (5-desmethylsinensetin), already isolated from O. aristatus,
was annotated in the top ranked features. This flavonoid has been already evaluated for its
antiproliferative activity on six cancerous cell lines and displayed good antiproliferative activity
with an ICso ranging from 0.3 to 5.0 uM (Manthey and Guthrie, 2002). Further studies should be
realized to determine the antiproliferative effect of this compound on HepG2 model, and thus to
confirm its role in the antiproliferative activity. Besides, the others top ranked compounds

identified at the family level should be isolated from the plant and also tested on HepG2 cell lines.

Willughbeia edulis is a liana endemic to Southeast-Asia, and its edible fruits are much
prized. In our literature review, W. edulis rank fourth among the most employed species for

treating liver disorders, and it has been cited mainly in Cambodia and Malaysia (Chassagne et al.,
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2016a; Perry, 1980; Wiart, 2006). No previous pharmacological investigations were found in the
literature to support traditional usage. In our study, the ethanolic and the aqueous extract of this
species showed an ICsg value of 66.7 and 127.2 ug/ml respectively on HepG2 model.

Furthermore, no previous phytochemical studies have been performed to isolate
compounds present in the species. Thus, no database was available for identifying molecules at
the species level. Although some proposed compounds (procyanidins and hydnocarpin
derivatives) have shown to possess antiproliferative activity on cancerous cell lines (Actis-Goretta
et al., 2008; Sharma and Hall, 1991), further investigations are needed to confirm the presence
of these compounds in the plant.

In our analysis, we also evaluate the presence of top ranked compounds in the aqueous
extracts prepared following a similar method to the traditional formulation (decoction). UHPLC-
HRMS analysis of aqueous extract of W. edulis reveal that top ranked compounds were detected
in the range of 9.8 to 146.9% compare to the ethanolic extract. Due to the high quantity of
putative antiproliferative compounds in this extract which aims to mimic the traditional
formulation, further analysis should be performed to determine the selectivity of its
antiproliferative activity on HepG2 model, and thus to make sure that these compounds do not

display a general toxicity which could impair the safety of this plant species.

Altogether, our results suggest that the antiproliferative activity obtained in vitro for the
ethanolic extract from three plants (A. paniculata, O. indicum and O. aristatus) can be attributed
to the presence of specific compounds ranked according to OPLS regression model and further
tentatively annotated based on accurate mass spectra and MS/MS patterns. Nevertheless, in the
case of W. edulis, the lack of phytochemical investigations is a major barrier to the precise
identification of compounds involved in the antiproliferative effect. Thus, our dereplication
strategy pointed out some interesting features which could serve as a starting point for bioassays

guided fractionation studies.
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5. Conclusion

In this study, a rapid dereplication approach allowed the putative annotation of
compounds responsible for this biological activity for three plants: A. paniculata, O. indicum
and O. aristatus. Among dereplicated compounds, most of the top ranked molecules have been
already evaluated for their antiproliferative activities on various cancerous cell lines including
HepG2 cells, thus substantiating our approach.

In the case of W. edulis, the relative proportion of putatively active compounds was
comparable in both aqueous and ethanolic extracts which corroborate their antiproliferative
effect on HepG2 cells. Given the high value of W. edulis as a medicinal plant for liver diseases in
Southeast Asia and the lack of pharmacological and phytochemical studies, further
investigations should be performed to confirm its hepatoprotective activity, to determine the
compound responsible for the biological activity, and to evaluate its toxicity.

Because of the multifactorial nature of liver related diseases, a multi-assays approach
should give more detailed results on active components and intricate molecular mechanisms of
these medicinal plants. For instance, our dereplicative approach could be applied to other
models such as in vivo hepatoprotective, anti-inflammatory, antioxidant and antiproliferative
assays (on others liver cancer cell lines and normal liver cells) in order to get a better picture of
compounds involved in the biological activities related to liver disorders.

Overall, the workflow presented here combine an ethnopharmacological survey aiming
to select most interesting TCAM species hyphenated with a rapid dereplicative approach for
structural annotation. This bridge from field studies to bioactive compounds provide a
competitive edge to be applied to other ethnopharmacological studies in order to rapidly

decipher molecular basis of traditionally used medicinal plants.
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Discussion générale et conclusion

Ce projet de these s’est focalisé sur I'étude du cancer du foie au Cambodge. L'objectif de
ce travail était multiple, puisqu’il s’agissait : (i) de décrire les caractéristiques épidémiologiques
des patients atteints de cancer du foie a I’hopital Calmette, (ii) de documenter les connaissances
de ces patients vis-a-vis de leur maladie et de détailler les thérapeutiques utilisées, (iii) de
comprendre les stratégies de prise en charge des patients souffrant de maladies hépatiques par
les médecins traditionnels, (iv) d’évaluer quelques plantes médicinales, sélectionnées sur des
criteres bibliographiques et de terrain, sur un modele in vitro de cellules cancéreuses hépatiques

afin d’identifier les composés potentiellement responsables de cette activité antiproliférative.

Cette discussion générale dresse un bilan des principaux résultats, et fait le lien entre les

différentes études réalisées, tout en mettant en perspective ces informations.

1. Cancer du foie au Cambodge : facteurs de risque et prévention

Dans la premiére étude (cf. chapitre 1), une analyse de 553 dossiers patients atteints de
cancer du foie a I’hopital Calmette (Phnom Penh, Cambodge) sur une période de 2003 a 2015 a
permis d’identifier le carcinome hépatocellulaire comme type de cancer du foie prédominant
(92% des cas). Parmi les patients atteints de CHC, pres de 92% des cas étaient infectés
chroniqguement par le virus de I’hépatite B et/ou par le virus de I'hépatite C.

Exception faite de notre analyse, seule une étude épidémiologique a porté sur I'étude du
cancer du foie dans le pays. (Narin et al. 2015) ont focalisé leur travail sur le deuxieme hopital
spécialisé en cancérologie au Cambodge : I'hopital de I’Amitié Khméro-Soviétique (AKS). lls ont
étudié 281 cas de carcinome hépatocellulaire admis dans I’établissement entre 2006 et 2011. Ce
travail indique que trois-quarts des patients sont porteurs du VHB et/ou du VHC. Ces chiffres
corroborent les valeurs obtenues dans notre étude, et donc confirment I'importance de ces deux

facteurs de risque (VHB et VHC) au Cambodge.

Cependant, dans notre étude, il a été montré qu’une proportion équivalente de patients

étaient infectés par le VHB (44,3%) ou par le VHC (43%). Ces chiffres ne sont mentionnées ni dans
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les résultats obtenus par (Narin et al. 2015), ni dans les chiffres rapportés dans d’autres pays
d’Asie du Sud-Est tel que le Vietnam, la Thailande ou la Malaisie, ou la proportion d’infection au
VHB par rapport au VHC chez les patients atteints de cancer du foie est de deux a vingt fois plus
élevée (Norsa’adah and Nurhazalini-Zayani 2013; Raza, Clifford, and Franceschi 2007;
Tangkijvanich, Suwangool, and Mahachai 2003).

D’une maniere générale, les facteurs de risque les plus fortement associés a I'infection
par le VHC sont les transfusions de sang et de produits sanguins, la réutilisation ou la mauvaise
stérilisation du matériel médical, en particulier des seringues et des aiguilles, et la consommation
de drogues injectables en partageant le matériel d’injection (Shepard, Finelli, and Alter 2005).

Au Cambodge, dans une étude portant sur les modes de transmission du VHC chez des
patients atteints du virus du SIDA, (Goyet et al. 2014) suggere que l'infection au VHC pourrait
étre due a des facteurs iatrogenes tel que la mauvaise stérilisation des équipements médicaux
utilisés lors de fibroscopie ou de chirurgie, ou la réutilisation de seringues usagées. (Vong et al.
2005) évaluant les pratiques d’injections au Cambodge, précisent qu’une grande majorité des
injections (injections thérapeutiques, perfusion intraveineuse ou immunisation) sont réalisées
par le secteur privé. Dans cette étude, il semblerait que les praticiens interrogés ont des pratiques
d'injection sécurisées et ne réutilisent pas de seringues usagées. Cependant, (Saphonn et al.
2017) ont mis en exergue le role de praticiens privés dans la contamination par le virus du SIDA
d’une partie de la population vivant a Roka, un village situé a I'Est du Cambodge. Selon les
auteurs, cette épidémie est liée a I'utilisation de pratiques d’injections non sécurisées, et
notamment a la réutilisation de seringues usagées. En effet, étant donné le nombre pléthorique
de structures de soin privées existantes au Cambodge et le manque de cadre réglementaire
permettant d’assurer la qualité des soins (Goyet et al. 2014), il semble raisonnable de penser que
le risque de contamination di a des mauvaises pratiques d’injections, méme réalisées par des
professionnels de santé n’est pas négligeable et que malgré les efforts déployés par le
gouvernement pour inciter les praticiens a utiliser des seringues a usage unique, le risque de

contaminations iatrogenes reste tres élevé au Cambodge.
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A ce risque d’étre exposé a une infection au VHC par défaillance du personnel médical et
des structures de santé, se rajoutent les attitudes des patients. Nous avons montré dans notre
deuxiéme étude (cf. chapitre 2) qu'une forte proportion des patients atteints de cancer du foie
interrogés avaient réalisé au moins une injection a visée thérapeutique depuis leur enfance.
D'autres études mettent en avant I'idée partagée au sein de la population cambodgienne, que
les injections ont une efficacité supérieure a celle des comprimés ou d'autres formes galéniques
non injectables (Vong et al. 2005). De fait, le Cambodge n’est pas le seul pays ou I'abus des
injections est important. La Thailande, la Chine, I'Indonésie, I'Inde et le Pakistan sont d’autres
pays dans lesquels ce genre de pratique est aussi tres fréquente (Hadiyono et al. 1996; Janjua et
al. 2006; Jiang et al. 2012). Pour (Simonsen et al. 1999), cette forte demande d'injections, de la
part des patients, a pour effet la multiplication de consultation de praticiens peu ou pas qualifiés,

et donc susceptibles de ne pas connaitre ou ne pas respecter les bonnes pratiques d’injections.

En plus de cet engouement pour les injections, potentiellement contaminantes, les
techniques de dermabrasion (coining) sont fréquemment utilisées au sein de la population
cambodgienne pour traiter diverses affections (Richman et al. 2010). Dans notre étude, les
patients atteints de cancer du foie ont également reporté cette pratique (cf. chapitre 2). Bien que
le réle du « coining » dans la contamination de pathogenes transmissibles par le sang n’est pas
été clairement démontrée, (Hurie, Mast, and Davis 1992) suggerent l'importance de cette
pratique dans la transmission de I'hépatite B et C. Par ailleurs, il est a noter que d’autres pratiques
conduisant a une effraction de la barriére cutanée tel que le tatouage et le piercing ont été
statistiquement liés a la transmission de pathogénes comme le VHB et le VHC (Pérez-Cotapos,

Cuyper, and Cossio 2009).

Un troisieme facteur pouvant favoriser, indirectement, la contamination par ce virus est
la méconnaissance, doublée d'une perception erronée des individus vis-a-vis des causes du
cancer du foie et des modes de transmission des hépatites virales. Lors d’une étude portant sur
la perception des pathologies hépatiques par les cambodgiens immigrés aux U.S.A., (Burke et al.

2011) confirment les résultats obtenus aupres des patients (cf. chapitre 2) et des médecins
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traditionnels (cf. chapitre 3), a savoir que le partage de nourriture!* est trés fréquemment cité
comme l'une des causes principales de transmission des pathologies hépatiques et que les trois
formes d’hépatites (A, B et C) sont expliquées comme des stades évolutifs d’'une méme maladie.
Il est donc possible de formuler I’hypothése selon laquelle cette perception est a l'origine de la
difficulté d'appréhender les différents modes de transmission propre a chaque hépatite par les
patients. Il est également possible, dans ce contexte, que les patients et thérapeutes,
mentionnant le partage de la nourriture comme cause de la pathologie, répétent certains
messages hygiénistes relatifs a ['hépatite A. D’autres études font également état des
méconnaissances des modes de transmission des maladies hépatiques et en particulier
de I'hépatite virale B chez les cambodgiens. (Taylor et al. 2002) note que seulement un quart des
320 femmes d’origine cambodgienne vivant a Seattle interrogées mentionne que les patients
asymptomatiques peuvent transmettre la maladie. Par ailleurs, dans une autre étude, (Taylor et
al. 2009) note que seule la moitié des 111 cambodgiens vivant aux U.S.A. interviewés sait que le

VHB peut se transmettre par voie sexuelle.

Il semblerait donc que plusieurs facteurs soient réunis, tous concourant a divers niveaux
a favoriser et perpétuer la transmission du VHC : des pratiques d'injection ou de "coining"
fortement valorisées d'un point de vue thérapeutique et trées communément utilisées, couplées
a un manque de connaissance ou une connaissance erronée empéchant une prise de conscience
individuelle pouvant orienter ces pratiques dans le sens d'une plus grande sireté d'usage.

Néanmoins, il est possible qu'il existe d'autres pratiques, favorisant la transmission du
VHC, que nos enquétes n'ont pu mettre en évidence. En particulier, le fait que les patients
atteints de CHC et infectés par le VHC soient majoritairement des femmes et des habitants de
Phnom Penh interpelle (cf. chapitre 1). On peut formuler I'hypothése que les habitants de la
capitale ont un meilleur accés aux soins de santé, et donc ont plus de contact avec des
professionnels de santé. D’autre part, on pourrait aussi formuler I'hypothese que les femmes,

statistiquement plus infectées par le VHC dans notre étude, ont elle-aussi plus recours aux

14 En effet, dans la culture khmére et asiatique plus généralement, les personnes partagent les plats principaux, et
se servent a tour de réle avec leurs couverts respectifs qu’ils portent ensuite a leur bouche.
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injections lors de grossesses, d'accouchements, ou pour tout autre raison (campagnes
d'immunisation mere-enfant, etc.), ce qui a aussi été suggéré dans une autre étude portant sur
les étiologies associés au cancer du foie chez des patients d’Asie du Sud-Est (Lin et al. 2013). Mais
ces hypotheses restent encore a démontrer, et des études complémentaires devraient étre
réalisées afin de mieux comprendre I'importance du virus de I’hépatite C dans les cas du cancer

du foie au Cambodge.

Dans ce contexte, afin de diminuer lI'incidence du cancer du foie, et en particulier la
transmission de I’hépatite C, il conviendrait donc, dans un premier temps de réaliser des
campagnes d’éducation a la santé auprés de la population afin de les sensibiliser aux risques liés
aux injections et aux pratiques de « coining ». Si preuve était faite que cette pratique est
réellement source de contamination, des alternatives devraient étre proposées (généralisation
de l'utilisation de jetons en plastiques jetables par exemple). Par ailleurs, un contréle plus strict
des praticiens exergant dans le privé, et une meilleure formation de ceux-ci, concernant les regles
de bonnes pratiques d’injections et de stérilisation du matériel médical, devraient étre réalisé.

En ce qui concerne la transmission du virus de I’hépatite B, des campagnes de vaccination
sont mises progressivement en place au Cambodge (Soeung et al. 2012), ce qui permet de penser
gu'a l'instar d'autres pays ou ces campagnes ont été réalisées (Taiwan etc.), I'incidence de ces
hépatites et donc du carcinome hépatocellulaire va diminuer fortement dans les années qui
viennent (Ni et al. 2007).

Enfin, toutes ces informations devraient inciter les autorités locales a mettre en place des
études épidémiologiques plus poussées afin de déterminer le role des autres facteurs de risques

non étudiés dans ce travail, tel que les parasites de la famille Opisthorchidae, et les aflatoxines.

2. Type et role des thérapeutiques utilisées

Dans le chapitre 1, les informations relevées sur les dossiers médicaux nous ont permis

de constater le manque de moyens matériels et techniques disponibles a I’hépital Calmette. Plus
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précisément, les options thérapeutiques disponibles pour les patients atteints de cancer du foie
étaient tres limitées. Ainsi, la majorité des patients ont recu un traitement palliatif, et seules
certaines chimiothérapies chéres (sorafenib) ou inefficaces (tamoxifene) étaient administrées a
guelgues patients.

Dans un article détaillant la situation des services oncologiques au Cambodge, (Eav et al.
2012) notaient déja I'absence de structures adéquates pour prendre en charge les patients
cancéreuy, le manque d’équipement de radiothérapie, le faible nombre de chirurgiens spécialisés
en cancérologie, et le colt excessif des quelques traitements disponibles ne permettant pas a la

majorité de la population d’y accéder.

Dans ce contexte, notre deuxiéme étude s’est intéressée aux pratiques thérapeutiques
des patients atteints de cancer du foie afin de mieux comprendre comment ils pallient le manque
de moyens de I'hopital.

Les résultats de cette étude montrent que prés de 83% des patients ont recours a la
médecine traditionnelle en complément de la médecine moderne. Celle-ci inclut une variété de
pratiques et de remeédes, qui sont, soit pris en automédication soit prescrits par un médecin
traditionnel.

Parmi les substances utilisées par les patients, deux plantes médicinales (Annona
muricata et Moringa oleifera) et un produit d’origine animale (nid d’hirondelle) ont été
particulierement cités dans notre étude.

A notre connaissance, une seule autre étude portant sur les médecines complémentaires et
alternatives utilisées par les patients atteints de cancer du foie dans les pays a faible niveau de
revenu a été réalisée. (Rojas Rojas et al. 2016) ont décrit les substances utilisées par 88 patients
traités a I'Institut National du Cancer au Pérou. Au total, 56,8% des patients avaient pris des
plantes pour traiter les symptomes associés a leur maladie du foie, incluant 46 espéces de
plantes. Parmi celles-ci, la plante Annona muricata a également été tres citée par les patients
péruviens, indiguant une convergence d’usage pour cette espéce, originaire d’Amérique du
Sud, dans le traitement du cancer du foie. L'importance de cette plante en tant que

« anticancer naturel » semble étre relayé par les réseaux sociaux et I'internet!>, ce qui est
confirmé par (M’zoughi 2017)

1511 suffit de taper les mots-clés « anticancer » et « plantes » sur un moteur de recherche pour trouver le
corossolier dans les premiers résultats.
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dans son étude anthropologique sur I'alimentation des patients atteints de cancer au
Cambodge.

M’zoughi (2017) reporte aussi 'usage de boissons a base de salive d’hirondelle et de
remedes a base de feuille de corossol (A. muricata) chez ces personnes. Il semblerait donc que la
consommation de nid d'hirondelles, ainsi que |'usage du corossolier tel que relevé dans notre
étude ne soit pas uniqguement le fait de malades atteints du cancer du foie, mais plus largement

de ceux atteint de cancer.

Les deux espéces de plantes citées dans notre étude ont montré des propriétés
pharmacologiques pouvant confirmer leur réle dans les pathologies hépatiques. A. muricata
possede une activité antiproliférative in vitro sur plusieurs lignées cancéreuses et notamment sur
des cellules cancéreuses hépatiques'®, ainsi qu’une activité hépatoprotectrice in vivo (Coria-
Téllez et al.,, 2016; Moghadamtousi et al., 2015). M. oleifera posséde une activité anti-
inflammatoire, anti-oxydante, hépatoprotectrice in vivo, anti-VHB, et antiproliférative sur
cellules cancéreuses hépatiques (Singh et al., 2014; Waiyaput et al., 2012).

Par ailleurs, I'usage populaire des nids d’hirondelles dans les cas de cancer peut
s’expliquer en partie par ses activités biologiques. Ainsi, il a été prouvé que les nids d’hirondelles
possedent des activités anti-inflammatoires, anti-oxydantes et immunostimulantes, et qu’ils
contiennent de nombreux composés bioactifs : acide sialique, glucosamine, lactoferrine, etc. (Ma
and Liu, 2012; Yida et al., 2015). De plus, le nid d’hirondelle renferme de nombreuses substances
nutritives tel que glycoprotéines, vitamines, acides aminés et minéraux (Marcone, 2005), ce qui

peut justifier son usage comme complément alimentaire.

En ce qui concerne les plantes prescrites par les médecins traditionnels, notre troisieme
étude (cf. chapitre 3) a permis d’identifier un total de 83 espéeces de plantes utilisées par les

médecins traditionnels khmers dans le traitement des pathologies hépatiques.

16 Certains sites internet grand public font état de plusieurs centaines d’études scientifiques sur cette plante. Et
pourtant, en cherchant sur les moteurs de recherches spécialisés, elle ne semble pas étre plus étudié que les
autres plantes. 3100 résultats obtenus sur google scholar pour les mots-clés : « annona muricata » et « cancer »,
contre 7800 pour « moringa oleifera » et « cancer », ou 19 900 pour « panax ginseng » et « cancer ».
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Parmi celles-ci, 72 ont déja été reportées comme traditionnellement utilisées dans les
maladies du foie dans d’autres pays du monde (Asie, Afrique, Europe et Amérique). Pour 54
especes, une activité hépatoprotectrice in vivo a été mise en évidence, 57 espéces possédent une
activité antimicrobienne, 50 espéces ont une activité anti-inflammatoire et 25 ont été évaluées

pour leur activité antiproliférative sur cellules cancéreuses hépatiques.

Dans la continuité de I'analyse ethnopharmacologique des plantes utilisées dans les
maladies du foie, notre quatrieme étude (cf. chapitre 4) s’est attachée a déterminer les composés
susceptibles d’étre responsables de [I'effet antiprolifératif sur lignées cellulaires
d’hépatocarcinome humain (HepG2), de dix plantes sélectionnées pour leur importance dans le
traitement des pathologies du foie en Asie du Sud-Est.

Parmi ces dix plantes, les extraits éthanoliques de quatre espéces (Andrographis
paniculata, Oroxylum indicum et Orthosiphon aristatus, Willughbeia edulis) ont présenté les
activités antiprolifératives les plus élevées sur cellules HepG2. Grace a la méthode de
déréplication utilisée et a une analyse multivariée, les composés susceptibles d’étre responsable
de I'activité ont été classés selon leur activité antiproliférative, puis identifiés pour A. paniculata
(andrographolactone et dehydroandrographolide), O. indicum (baicalein, chrysin, oroxylin A et
scutellarein) et O. aristatus (5-desmethylsinensetin). De plus, ce procédé de déréplication nous a
permis d’identifier une plante W. edulis, potentiellement source de nouvelles structures
chimiques puisque peu de composés susceptibles d’étre responsables de [I'activité
antiproliférative ont pu étre dérépliqués a partir des bases de données de I'espéce et de sa famille
botanique.

Ces résultats viennent s’ajouter aux nombreuses propriétés pharmacologiques liées a
I’hépatoprotection de trois plantes déja bien étudiées : A. paniculata, O. indicum et O. aristatus.
Aussi, W. edulis plante endémique a I’Asie du Sud-Est et trés connue pour la valeur nutritive de
ses fruits, apparait comme a la fois trés utilisée dans le traitement des maladies hépatiques et

également trés peu étudiée d’un point de vue phytochimique et pharmacologique.
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Ainsi, les substances prises en automédication par les patients ou prescrites par les
médecins traditionnels présentent dans la majorité des cas une convergence d’usage et des
propriétés pharmacologiques pouvant suggérer une action sur les maladies du foie. Par exemple,
les propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes de ces produits naturels pourraient
contribuer a contréler certains produits de I'inflammation tel que les cytokines, les facteurs de
croissance et les facteurs de transcription impliqués dans |’expression de génes suppresseurs de
tumeurs et d’oncogenes (Hofseth and Wargovich, 2007), et également impliqués dans
I'apparition de stéatose hépatique non-alcoolique, d’hépatite fulminante, de fibrose et de
cirrhose (Chou et al.,, 2013; Plat et al.,, 2014). Un effet antiprolifératif sélectif sur cellules
cancéreuses hépatiques couplé a un effet anti-angiogénique, immunomodulateur et inducteur
de I'apoptose pourrait participer a limiter le développement de tumeur hépatique (Ramasamy
and Agarwal, 2008). Des propriétés antimicrobiennes pourraient combattre certaines infections
liées a la prolifération de bactéries induisant des abcés du foie. Ou encore des propriétés anti-
VHB ou anti-VHC pourraient aidées a combattre la cause des hépatites virales B et C.

Malheureusement, peu d’études permettent de préciser les mécanismes d’action exactes
de ces produits naturels. De plus, le manque d’études cliniques sur ces produits ne permet pas
actuellement de confirmer I'efficacité et I'innocuité de ces substances. Ainsi, quatre plantes
(Heliotropium indicum, Morinda citrifolia, Senna siamea, et Tinospora crispa) utilisées dans la
troisieme étude sont susceptibles de présenter un risque de toxicité, puisque des cas cliniques
d’hépatotoxicité ont été décrits (Ahmad et al.,, 2016; Kamagaté et al.,, 2014; Roeder and
Wiedenfeld, 2011; Yiice et al., 2006). Il est donc nécessaire de continuer les investigations
phytochimiques, pharmacologiques et cliniques sur ces plantes afin de valider leur utilisation
dans le traitement des pathologies hépatiques. Aussi, le procédé de réplication employé dans
cette étude pourrait étre employé en combinaison avec d’autres tests pharmacologiques
(hépatoprotection in vivo, anti-inflammation, antimicrobien) afin de mieux identifier les
composés impliqués dans I’action de ces plantes sur les maladies du foie.

Enfin, deux plantes mériteraient d’étre étudiées d’'une maniére approfondie pour leur

action sur les maladies du foie : Cananga latifolia et Willughbeia edulis.
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3. Concepts médicaux associés aux pathologies hépatiques

Un autre résultat signifiant de notre étude est I'importance donnée a certains concepts
médicaux propres au systeme nosologique khmer, liés aux maladies du foie et a ses traitements.

Dans la deuxiéme étude, la majorité des patients ont cité les aliments « chauds » comme
cause de la maladie.

Burke et al. (2011), dans leur analyse de la perception des maladies du foie par les
cambodgiens immigrés aux U.S.A., avaient déja noté I'importance de veiller a réguler I'équilibre
chaud/froid pour les personnes atteintes. En effet, les maladies du foie sont percues comme des
maladies « chaudes », dont le traitement passe par I'éviction des produits « chauds » (alcools,
huiles, viandes, aliments frits) et la consommation de produits « froids » (Ilégumes verts, brocoli,
concombre amer, lait de soja).

L'utilisation de technique de dermabrasion est aussi reportée dans cette méme étude
dans le but « d’évacuer le vent ». En effet, les vents, parcourant le corps, sont les principes de
fonctionnement du corps permettant la circulation des fluides plus ou moins subtils et des
matiéres au sein de ce méme corps. Un déréglement (stagnation, accumulation, dispersion,
orientation inversée, etc.) dans la circulation de ces vents entraine certaines manifestations
symptomatiques. De plus, une forte altération du ou des vents est quelque fois reconnue comme
la cause principale de certaines pathologies (ce sont souvent des désordres mentaux qui en
résultent), mais le plus souvent on considére que toute pathologie est accompagnée et/ou
aggravée par un déreglement des vents, et donc améliorée si ces désordres sont corrigés. Dans
notre étude deux pratiques visant a rétablir une circulation harmonieuse de ces vents ont été
documentées ; le « coining » et l'utilisation de certaines plantes médicinales, laxatives et
diurétique, afin de lever les blocages liés aux vents permettant I'évacuation de matieres
corporelles internes.

Dans I'étude anthropologique sur les pratiques alimentaires de patients atteints de
cancer au Cambodge, M’zoughi (2017) développe les principes explicatifs des modes de
consommation alimentaire qui renvoient a la fois a une recherche d’équilibre, de modération et

de gain d’énergie, et qui s'inscrivent dans le cadre d'une médecine humorale ou l'alimentation
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joue un tres grand role comme premier régulateur, utilisé préventivement ou curativement, de
désordres de santé. Dans son analyse, certains breuvages sont décrits comme « tonique », et ont
pour fonction de prodiguer de la force et d’améliorer I'état de santé des patients. C'est le cas des
boissons a base de nids d’hirondelles consommeés par une grande partie des patients interrogés,
mais également des boissons énergétiques type Redbull®. Par ailleurs, I'utilisation du corossolier

(Annona muricata) chez les patients cancéreux est décrite comme traitement curatif du cancer.

Dans la troisieme étude, la classification des plantes médicinales, selon les criteres
ethnopharmacologiques des médecins traditionnels a été envisagée.

L’action des plantes se distribue entre quatre propriétés : « trocheak » (froid), « ktchol »
(vent), « somrap mé rok » (contre I'origine de la maladie) et « psah » (cicatrisant). Aussi, certaines
especes cumulent deux voire trois activités, sachant que les propriétés « psah » et « trocheak »
sont souvent associés. Ici, les plantes « ktchol » peuvent soit favoriser le transit intestinal, soit
augmenter la diurése.

La prépondérance d’utilisation de plantes aux propriétés « froides » dans notre étude est
corroborée par M’zoughi (2017) dont les patients cancéreux disent : « le cancer est une maladie
échauffante, il modifie les vents dans le corps ». Le cancer semble donc percu comme une
maladie « chaude », au méme titre que les maladies du foie (Burke et al., 2011).

Aussi, la propriété « psah » est la deuxieme la plus citée aprés 'activité « trocheak », et la
moitié des plantes « trocheak » possédait également des effets « psah ». Ce dernier terme
qualifie les traitements aux propriétés curatives et cicatrisantes, agissant a la fois sur des
désordres internes ou externes, tel que les inflammations, les infections, les blessures et les
bralures. Dans son étude sur la popularité de la balance chaud/froid dans les différents systemes
médicaux a travers le monde, Anderson (1987) explique que « too much heat clearly cause
damage : burns... » et que « fever and inflammation are obvious pathological signs ». Ce qui
suggere I'importance a la fois de refroidir le corps (avec des plantes trocheak), et de soigner les
inflammations associées a cet excés de chaleur (avec des plantes psah).

En ce qui concerne les propriétés « somrap mé rok », le terme « mé rok » est composé de

« mé » (la mere, le chef, I'origine) et « rok » (la maladie), il renvoie a I'agent pathogéne qui est a
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« l'origine de la maladie », et qui est assimilé a des « microbes » (Guillou, 2001). Le terme
« somrap mé rok » prit dans sa globalité désigne les traitements agissant contre I'origine de la

maladie.

D'un point de vue pharmacologique, il serait intéressant d'essayer de mettre en
perspective les propriétés des plantes, classifiées selon la nosologie khmeére, avec leurs activités
biologiques pour essayer de déterminer les grandes orientations d'activités des plantes qualifiées
de « psah », « trocheak » ou « somrap mé rok ». Cette analyse pourrait permettre de discuter
avec les médecins traditionnels khmers des similitudes retrouvées entre leur raisonnement

thérapeutique et les stratégies de traitement adoptées dans le systeme médical occidental.

4. Conclusion générale

Nos recherches épidémiologique et ethnopharmacologique sur le cancer du foie au
Cambodge ont mis en évidence I'importance du virus de I’hépatite C comme facteur de risque
prédominant de la maladie a I’'h6pital Calmette de Phnom Penh.

Nous avons suggéré que certaines pratiques employées par le personnel médical
(mauvaise stérilisation des équipements médicaux et réutilisation de seringues usagées)
pouvaient étre responsables de la forte incidence des cas d’infection au VHC.

De plus certaines pratiques employées par les patients, tel que I'usage excessif des
injections thérapeutiques et l'utilisation de technique de dermabrasion pourraient étre aussi a
I'origine de contaminations.

Par ailleurs, la méconnaissance des causes du cancer du foie et des modes de transmission
des hépatites virales pourrait contribuer a I'augmentation du risque de contamination des
patients.

Nous avons également suggéré la mise en place d’études épidémiologiques

complémentaires afin de confirmer I'importance du VHC dans le développement de cancer du
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foie au sein de la population générale cambodgienne. Ces études devraient étre complétées par
une campagne d’information et de dépistage pour une prise en charge précoce des patients.

Cela dit, pour étre efficaces dans le contexte culturel cambodgien, toutes démarches
préventives et thérapeutiques devraient impérativement tenir compte des perceptions
culturelles locales afin d’éviter incompréhension et/ou rejet de la part des populations
concernées.

C’est la raison pour laquelle nous nous sommes intéressés a I'étude des pratiques
thérapeutiques dites traditionnelles, focalisées sur les pathologies de la sphére hépatique. Ainsi,
nous avons mis en évidence que patients et tradipraticiens utilisaient un large éventail de plantes
médicinales, de substances d’origine animale, de suppléments nutritionnels mais aussi de
technique de dermabrasion.

Bien que la plupart de ces traitements n’aient pas été évalués au moyen d’essais cliniques
contrblés, la convergence d’usage et les propriétés pharmacologiques de ces traitements
permettent de souligner leur intérét dans le traitement des « maladies du foie ». Cependant,
['utilisation de tous ces éléments de la pharmacopée ne peut étre dissociée du systéme
nosologique khmer, et de ses concepts sur le fonctionnement symbolique du corps, auxquels se
superposent et s'agregent quelques termes empruntés a la biomédecine, plus ou moins bien
compris et interprétés.

Aussi, d’autres investigations phytochimiques, pharmacologiques et cliniques devraient
étre poursuivies afin de déterminer les modes d’action de ces remeédes, et de savoir si leur
utilisation pourrait étre intégrée au programme national de santé pour le traitement du cancer
du foie.

Enfin, le procédé de déréplication décrit dans cette étude pourrait étre appliqué a
d’autres modeles d’évaluation biologique et ainsi contribuer a la mise en évidence d’agents

potentiellement thérapeutiques.
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au Cambodge linguiste
Introduction a Martin M.A. 1971 FR Livre Enquéte Cambodge ND Toutes PLANTES [752 (Martin,
I'ethnobotanique | ethnobotaniste especes dont 1971)
du Cambodge 239
médicinales]
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parution substances
citées
Contribution a Matras J. : 1972 FR Article Enquéte Province Ethnie Toutes PLANTES [154 (Matras
I'ethnobotanique | anthropologue, du Brou especes dont and
des Brou Martin M.A.: Ratanakiri, 14 médicinales] Martin,
(Cambodge, ethnobotaniste Cambodge 1972a)
Province de
Ratanakiri)
(Premieére partie)
Contribution a Matras J. : 1972 FR Article Enquéte Province Ethnie Toutes PLANTES [111 (Matras
I'ethnobotanique | anthropologue, du Brou espéces dont and
des Brou Martin M.A.: Ratanakiri, 10 médicinales] Martin,
(Cambodge, ethnobotaniste Cambodge 1972b)
Province de
Ratanakiri)
(Deuxieme
partie)

Les Dy Phon P. : 1984 FR Article Enquéte Cambodge ND Toutes PLANTES [59 (Dy Phon
Légumineuses- botaniste. Vidal especes dont and Vidal,
Papilionoidees J.E. : botaniste 28 médicinales] 1984)
du Cambodge:

place
systématique,
noms khmers et
usages éventuels
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Les plantes

médicinales au
Cambodge

(partie 1)

Cheng S.K. :
pharmacien,
professeur des
Universités, ex-
directeur du

CNMT. Huon C.:

tradipraticien
rattaché au
CNMT

1996

KH

Livre

Bibliographie
existante

Cambodge

NA

Toutes

PLANTES [115
especes
médicinales]

(Cheng
and Huon,
1996a)

Les plantes
médicinales au
Cambodge

(partie 2)

Cheng S.K.:
pharmacien,
professeur des
Universités, ex-
directeur du

CNMT. Huon C.:

tradipraticien
rattaché au
CNMT

1996

KH

Livre

Bibliographie
existante

Cambodge

NA

Toutes

PLANTES [95
especes

médicinales]

(Cheng
and Huon,
1996b)
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Contribution a Pordié L.: 1998 FR Rapport Enquéte Province Ethnie Paludisme/fievre PLANTES [18 (Pordié,
I'étude des pharmacien, de du Bunong especes 1998)
plantes anthropologue recherche Mondulkiri, médicinales]
médicinales Cambodge
utilisées dans le
traitement du
paludisme et des
fievres
symptomatiques
Dictionnaire des Dy Phon P.: 2000 FR; KH; Livre Bibliographie | Cambodge NA Toutes PLANTES [1254 | (Dy Phon,
plantes utilisées botaniste ANG existante especes dont 2000)
au Cambodge 576
médicinales]
L'invisible Crochet S.: 2000 FR Article Enquéte Cambodge Femme Toutes PLANTES [21 (Crochet,
guérison. Notes anthropologue non- especes 2000)
d'ethnomédecine spécialiste médicinales],
en milieu rural ANIMAUKX [5],
au Cambodge MINERAUX [5]
Medicinal Plants Kham L.: 2004 ANG Livre Bibliographie | Cambodge NA Toutes PLANTES [515 (Kham,
of Cambodia scientifique existante especes 2004)
médicinales]
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Etude Schmitt A.: 2004 FR Mémoire Enquéte Province Ethnie Paludisme/fievre, | PLANTES [130 (Schmitt,
ethnobotanique ethnobotaniste de du Bunong désordres especes 2004)
aupres des Master Mondulkiri, digestifs, fatigue médicinales]
minorités Cambodge
ethniques de la
province de
Mondulkiri,
Royaume du
Cambodge
Screening of Hout et al.: 2006 ANG Article Enquéte 9 Khmer Paludisme/fievre PLANTES [28 (Hout et
selected pharmacognoste provinces, especes al., 2006)
indigenous et parasitologue Cambodge médicinales]
plants of
Cambodia for
antiplasmodial
activity
Contribution a Schmitt A.: 2007 FR Article Enquéte Province Ethnie Paludisme/fievre PLANTES [55 (Schmitt
I'étude du ethnobotaniste. du Bunong especes and
paludisme chez Nicolas J.P.: Mondulkiri, médicinales] Nicolas,
les minorités ethnobotaniste Cambodge 2007)
Phnong du
Cambodge
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In vitro Cheaetal.: 2007 ANG Article Enquéte 9 Khmer Maladies PLANTES [27 (Chea et
antimicrobial pharmacognoste, provinces, infectieuses especes al., 2007)
activity of plants | microbiologiste Cambodge médicinales]
used in
Cambodian
traditional
medicine
An overview of Aswell D. : 2008 ANG Rapport Enquéte Cambodge ND Toutes PLANTES [824 (Ashwell
the use and scientifique. especes and
trade of plants Walston N. : médicinales], Walston,
and animals in scientifique ANIMAUX [43 2008)
traditional especes
medicine médicinales]
systems in
Cambodia
Traditional Savajol N. : 2011 ANG Livre Bibliographie | Province Ethnie Toutes PLANTES [27 (Savajol et
therapeutic ingénieur existante du Bunong especes al., 2011)
knowledge of the | agronome, ex- Mondulkiri, médicinales]
Bunong peoplein | chef de projet a Cambodge
North-eastern Nomad RSI. Toun
Cambodia V.:intervenant
local. Sam J.:
intervenant local




Annexe 2. Liste de références bibliographiques ayant trait a I'étude des substances naturelles utilisées en médecine traditionnelle au Cambodge (classée par date de
parution)

Flore

photographique
du Cambodge

Forest Healers. A

Leti M. :

Hul S. :

botaniste.
Fouché J.G.:
scientifique.
Cheng S.K. :
pharmacien,
professeur des
universités, ex-
directeur du
CNMT. David B.:
pharmacien,
phytochimiste

Audibert V. : chef

phytochimiste.

2013

2015

FR

ANG

Livre

Livre

Enquéte

Cambodge

ND

Toutes

301

PLANTES [524

espéeces dont

médicinales]

(Leti et al.,
2013)

guide to the
medicinal plants
of Cambodia's
northeastern

forests

de projet Poh
Kao. Behra O. :
chef de projet
Man and Nature.
Hieng P. :

médecin, ex-
directeur du
CNMT. Ky B.H. :

tradipraticen

Enquéte

Province
du
Ratanakiri,

Cambodge

Ethnie
Kavet et

Lao

Toutes

PLANTES [85
especes

médicinales]

(Audibert
etal.,
2015)
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Annexe 4. Communications orales et poster

Communications orales et poster

Congres internationaux

Chassagne, F., Rojas Rojas, T., Eav, S., Bertani, S., Pineau, P., & Deharo, E. (2016). A twelve-year
retrospective study of liver cancer at Calmette Hospital in Cambodia: contribution of viral hepatitis. IARC
50th Anniversary Conference, 7-10 Juin 2016, Lyon, France. (poster)

Chassagne, F., Hul, S., Deharo, E., & Bourdy, G. (2015). Are ethnobotanical studies a good way to discover
new plants species? A case study from Mondulkiri province, Cambodia. International Congress, Botanical
Research in Tropical Asia, 6-10 Décembre 2015, Vientiane, Laos. (présentation orale)

Chassagne, F., Hul, S., Deharo, E., & Bourdy, G. (2014). Traditional remedies in Northeast Cambodia: a
survey in the Bunong community. Biodiversity and Health Symposium, 17-18 Novembre 2014, Phnom

Penh, Cambodia. (présentation orale)

Chassagne, F., Hul, S., Deharo, E., & Bourdy, G. (2014). Traditional remedies in Northeast Cambodia: a
survey in the Bunong community. 8th National Health Research Forum, 16-17 Octobre 2014, Vientiane,

Laos. (poster)

Congreés nationaux

Chassagne, F., Deharo, E., Hieng, P., & Bourdy, G. (2017). Ethnopharmacological study of plants used to
treat liver cancer in Cambodia. 5éme Journées Internationales de I’AFERP, 17-19 Juillet 2017, Angers,

France. (poster)

Conférence Grand Public

Chassagne, F. (2015). Plantes médicinales : une efficacité prouvée ? Institut Francais du Cambodge (IFC), 8
Septembre 2015, Phnom Penh, Cambodge. (Conférence de 1h)
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Auteur : Francgois Chassagne

Titre : Cancer du foie au Cambodge : état des lieux épidémiologiques, description des médecines
traditionnelles utilisées et évaluation d’especes médicinales utilisées

Directeurs de thése : Eric Deharo et Geneviéve Bourdy
Lieu et date de soutenance : Faculté de Pharmacie de Toulouse, le mardi 17 octobre 2017
Résumé en frangais :

Le cancer du foie est le 6eme cancer le plus fréquent et le 2éme plus meurtrier dans le monde. Au
Cambodge, en raison du contexte historique et économique, les données précises concernant cette
pathologie manquent. A I'aide d’outils épidémiologiques, nous avons décrit les caractéristiques de 553
patients atteints de cancer du foie a I’'h6pital Calmette a Phnom Penh, et ainsi mis en évidence I'importance
de l'infection par les virus des hépatites B et C chez les sujets étudiés. Puis, nous avons documenté les
connaissances de 42 de ces patients vis-a-vis de leur maladie. Nous avons détaillé leurs itinéraires
thérapeutiques, mis en évidences des pratiques a risques (forte utilisation d’injections thérapeutiques et de
techniques de dermabrasion), et le recours fréquent a des médecines dites traditionnelles. Nous avons
ensuite tenté de comprendre les stratégies de prise en charge des patients souffrant de maladies hépatiques
par les médecins traditionnels, et mis en évidence la variété des remedes utilisés et I'importance de la
perception khmere des propriétés des plantes. Enfin, a I'aide d’un modele in vitro de culture de cellules
cancéreuses hépatiques couplé a des outils d’analyse métabolomique, nous avons évalué 10 espéces
médicinales, sélectionnées sur des criteres bibliographiques et de terrain, et tenté d’identifier les composés
potentiellement responsables de I'activité antiproliférative observée.

Résumé en anglais :

Liver cancer is the 6th most common and 2nd most lethal cancer in the world. In Cambodia, due to
the historical and economic context, there is a lack of accurate data on this pathology. Using epidemiological
tools, we described the characteristics of 553 patients with liver cancer at the Calmette Hospital in Phnom
Penh, and thus highlighted the importance of infection with hepatitis B and C viruses in the subjects studied.
Then we documented the knowledge of 42 of these patients about their disease. We have detailed their
therapeutic itineraries, highlighted risky practices (high use of therapeutic injections and dermabrasion
techniques) and the use of traditional medicines. We then attempted to understand strategies for the
management of patients with liver diseases by traditional healers, and highlighted the variety of remedies
used and the importance of Khmer perception of plant properties. Finally, using an in vitro model of liver
cancer cell culture coupled with metabolic analysis tools, we evaluated 10 medicinal species, selected on the
basis of bibliographic and field criteria, and attempted to identify the compounds potentially responsible for
the antiproliferative activity observed.

Mots-clés : activité antiproliférative ; Cambodge ; carcinome hépatocellulaire ; connaissance, attitude,
pratique ; dossiers médicaux ; ethnopharmacologie ; hepG2 ; médecine traditionnelle ; métabolomique ;
phytochimie ; plantes médicinales ; tradipraticiens.

Discipline administrative : Biologie, Santé, Biotechnologie
Laboratoire de Pharmacochimie et Biologie pour le Développement (Pharma-Dev), UMR 152 (IRD-UPS),

35 Chemin des Maraichers, 31400 Toulouse



