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Avant-propos

Cette thése a été financée par I’intermédiaire d’une Allocation Régionale de
Recherche (ARR) de la Région Réunion et avec le soutien du projet de recherche
PHYTODENGUE (FEDER-INTERREG, N° Synergie RE0028005).

Les travaux de recherche menés durant cette thése ont été réalisés en collaboration

entre deux laboratoires :

e UMR PIMIT (Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical) de I’Université
de La Réunion ;
e LIA (Laboratoire International Associ¢) de 1I’Université d’ Antananarivo —

Université Claude Bernard Lyon 1.
Une partie des travaux de recherche ont été également menés avec trois autres partenaires :

e Instituto Carlos Chagas, Fiocruz, Curitia, Brésil ;
e Institut de Chimie de Substances Naturelles, Gif-sur-Yvette ;

e UMR DéETROI (Diabéte athérothrombose Thérapies Réunion Océan Indien).
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Liste des abréviations

+sSARN : Acide ribonucléique simple brin positif
-sSARN : Acide ribonucléique simple brin négatif
a: Alpha

[ : Béta

°: Degré

°C : Degré Celsius

% : Pourcentage

7-DMA : 7-déaza-2’-C-méthyladénosine

80S risobosomes : Ribosomes eucaryotiques
A2780 : Cellules cancéreuses de I’ovaire humain
A549 : Cellules épithéliales humaines

AAK 1 : Adaptor-Associated protein Kinase 1
Ac : Acide

ACcOEt : Acétate d’¢thyle

ADDM : Azodicarbonyle dimorpholide

ADE : Antibody Dependent Enhancement

ADN : Acide désoxyribonucléique

Ae : Aedes

AE : Economie d’atome

AP-1 : Protéine activatrice

AP-61 : Cellules d’ A. pseudoscutellaris

Aq : Aqueux

ARN : Acide ribonucléique

AS : Aurone synthase



ATCC : American Type Culture Collection

ATPase : Adénosine triphosphate enzyme

AXL : Récepteur tyrosine kinase codée par le géne AXL
BA : Biodisponibilité orale estimée

BCR-ABI : Tyrosine kinase inhibitor

BCRP : Breast Cancer Resistance Protein

BHK 21 : Baby Hamster Kidney (fibroblastes rénaux du bébé hamster)
BnBr : Bromure de benzyle

Br,: Dibrome

BTL : Bilitranslocase Transporter

C : Capside

3C : Carbone 13

C6/36 : Cellules larvaires de Aedes albopictus

CALB : Candida antarctica lipase B

CCsp : Concentration cytotoxique a 50%

CHCl; : Dichlorométhane

CHClj3. Chloroforme

CHI : Chalcone Isomérase

CHIKYV : Virus du chikungunya

CHS : Chalcone Synthase

CLUHP-SM2 : Chromatographie liquide a ultra haute performance couplée a un spectrométre

de masse en tandem

Cmax : Concentration plasmatique maximale
CO, : Dioxyde de carbone

CoA : Coenzyme A

CRML : Protéine responsable de transport



CS : Indice de Cosine Score
CTRL : Controle

DAA : Direct Acting Antiviral
DC : Decne

DCM : Dichlorométhane

DC-SIGN : Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non Integrin
(Récepteur de lectine de type C)

DDA : Data Dependent Aquisition

DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane
DEAD : Diéthylazodicarboxylate

DEET : N,N-diéthyl-3-méthylbenzamide
DENYV : Virus de la dengue

DENV-1 : Virus de la dengue (sérotype 1)
DENV-2 : Virus de la dengue (sérotype 2)
DENV-3 : Virus de la dengue (sérotype 3)
DENV-4 : Virus de la dengue (sérotype 4)
DFR : Dihydroflavonol-4-réductase

DHF : Dengue Hemorragic Fever

DMF : Diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DNP : Dictionnary of Natural Product
DPPE : 1,2-bis-(diphénylphosphino)éthane
DPPH : 2,2-diphényl-1-pycrilhydrazine
dsARN : Acide ribonucléique double brin positif
DSS : Dengue Shock Syndrome

E : Enveloppe

Xi



E1-A226V : Mutant recombinant de CHIKYV de sa protéine enveloppe E1

ECSA : East Central South Africa
EGCG : Epigallocatéchine gallate
Equiv : Equivalent

Etc : Et cetera

EtOH : Ethanol

Et. al : Et collaborateurs

ex DC : Ex Decne

FCoV : Feline coronavirus

FHT : Flavanone-3-hydrolase
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Résumé

La propagation de la dengue depuis ces derniéres décennies en lien avec son hyper-
endémicité dans les régions tropicales, mais aussi de plus en plus dans les zones tempérées du
globe, souligne I’importance grandissante des maladies infectieuses liées aux virus
zoonotiques transmis par les moustiques en ce début du XXI®™ siécle. Depuis 2017, La
Réunion subit une épidémie de dengue avec une circulation de plusieurs sérotypes et des
déces liés a la forme grave de la maladie. A ce jour, il n’existe pas encore de traitements
specifiques contre la dengue. Les iles de 1’Océan Indien comme Madagascar, sont classées
comme un haut lieu de la biodiversité en raison de leur flore exceptionnelle caractérisée par
un taux d’endemicité élevé et une composition chimique diversifiée. Les plantes médicinales
malgaches représentent une ressource inestimable de molécules pouvant étre exploitées pour
contribuer a la recherche des substances naturelles actives contre le virus de la dengue.

Mes travaux de recherches sont subdivisés en deux parties. La premiére partie
s’attache a I’identification des substances naturelles antivirales issues des plantes médicinales
malgaches. Le criblage antiviral de 17 plantes médicinales a mis en évidence la capacité de
trois especes, Stenocline ericoides, Stenocline inuloides et Waltheria indica, a prévenir
I’infection par le virus de la dengue. Les essais virologiques ont montré que les extraits de ces
plantes inhibent ’entrée virale in vitro a des concentrations non-cytotoxiques. Les analyses
par spectrométrie de masse a haute résolution (SMHR), et I’approche chemoinformatique en
utilisant les réseaux moléculaires, appliquées sur les deux espéces de Stenocline ont mis en
évidence leur richesse en polyphénols et en flavonoides ainsi que 1’existence des clusters de
molécules par espece impliqués dans les mécanismes d’action antivirale distincts observés.
L’évaluation de la toxicité in vivo des especes S. ericoides et S. inuloides a souligné 1’absence
de toxicité aigue et d’impact sur I’activité locomotrice dans un modele de poisson-zébre.

La deuxieme partie de mes travaux de recherche concerne le développement des
substances antivirales a partir des dérivés de la quercétine, substances les plus abondantes
dans les sous-produits de transformation des plantes malgaches. Une étude de modification
structurale bio-guidée a été menée sur la quercétine et ses dérivés. Pour cela, des dérivés
polaires et apolaires de la quercétine ont été synthétisés. L’évaluation de I’activité antivirale
d’une cinquantaine de flavones et flavonols O-alkylés, O-acétylés, C-glycosylés et O-
glycosylés nouvellement synthétisés a mis en exergue I’importance de la partie glucosidique
de I’isoquercitrine et I’implication des groupements hydroxyles de la partie aglycone dans son
activité antivirale.

Ces résultats ont montré I’importance des plantes malgaches comme source de
molécules bioactives dans le cadre de la lutte contre 1’arbovirus émergent dengue.
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Abstract

The spread of dengue fever in recent decades in connection with its hyper-endemicity
in tropical regions, but also increasingly in temperate areas of the globe, underlines the
growing importance of infectious diseases linked to zoonotic viruses transmitted by
mosquitoes at the beginning of the 21st century. Since 2017, the Reunion Island has been
experiencing a dengue epidemic with the circulation of several serotypes and deaths related to
the severe form of the disease. To date, there are no specific treatments for dengue fever. The
islands of the Indian Ocean, like Madagascar, are classified as a biodiversity hotspot because
of their exceptional flora characterized by high endemicity and a diversified chemical
composition. Malagasy medicinal plants represent an inexhaustible resource of molecules that
can be exploited to contribute to the research of natural substances active against the dengue
virus.

My research is divided into two parts. The first part focuses on the identification of
natural antiviral substances from Malagasy medicinal plants. Antiviral screening of 17
medicinal plants demonstrated the ability of three species, Stenocline ericoides, Stenocline
inuloides and Waltheria indica, to prevent infection with the dengue virus. Virological assays
have shown that extracts from these plants inhibit viral entry into human cells at non-
cytotoxic concentrations. High resolution mass spectrometry (HRMS) analyses, and
chemoinformatics approach, using molecular networks, applied to the two species of
Stenocline, have been showed the richness of the two species in polyphenols and flavonoids
and the existence of clusters of molecules specific per species potentially involved in the
distinct mechanism of action observed. The in vivo toxicity assessment of S. ericoides and S.
inuloides species highlighted the absence of acute toxicity and impact on locomotor activity
in a zebrafish model.

The second part of my research concerns the development of antiviral substances from
the derivatives of quercetin, substances most abundant in the transformation by-products of
Malagasy plants. A bio-guided structural modification study was conducted on quercetin and
its derivatives. For this, polar and apolar derivatives of quercetin have been synthesized.
Evaluation of the antiviral activity of about thirty flavones and flavonols O-alkylated, O-
acetylated, C-Glycosylated, O-glycosylated highlighted the importance of the glucosidic part
of isoquercitrine and the involvement of the hydroxyl groups of the aglycone part in its
antiviral activity.

These results showed the importance of Malagasy plants as a source of bioactive
molecules in the fight against the emerging dengue arbovirus.
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Introduction générale

Les virus de la dengue (DENV) et du zika (ZIKV) sont transmis par le moustique
femelle du genre Aedes appartenant a la famille Flaviviridae et au genre Flavivirus. Ils sont
endémiques dans les pays situant aux zones tropicales et subtropicales tels que 1’Asie,
I’ Amérique et I’Afrique (Messina et al., 2019).

Comme ces deux pathologies représentent des symptomes cliniques similaires rendant
un diagnostic différentiel difficile a obtenir, les données éepidémiologiques rapportés sont
souvent sous-estimées (Cabral-Castro et al., 2016). Ainsi, la dengue reste 1’infection virale la
plus répandue parmi les arboviroses transmises par les moustiques (Bos et al., 2018). Chaque
année, environ 50 millions d’infections par la dengue sont enregistrées dans le monde et 2,5
milliards de personnes sont situées dans les zones a risque (Bos et al., 2018. L’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) estime que 500.000 personnes dont une grande proportion
d’enfants, sont atteintes annuellement de dengue sévére avec un taux de mortalité de 2,5%

(Messina et al., 2019).

A cause de la propagation rapide et étendue de ces arboviroses, ’OMS a déclaré ces virus

comme dangereux pour la sant0é publique (WHO, 2022).

La situation géographique en zone intertropicale de La Réunion et de Madagascar les
rend particulierement vulnérables a 1’émergence de ces pathologies. Depuis 2018, une
épidémie de dengue a fait son apparition a 1’Ile de La Réunion dont 71 705 cas et 75 déces ont
été rapportés (Hafsia et al., 2022). Malgré qu’aucune épidémie de zika n’a été décrite pour La
Réunion et Madagascar, les deux fles se trouvent dans une zone a risque élevé par la présence
du potentiel vecteur de la maladie (Ae. albopictus) et I’existence du virus dans les zones a leur
proximité : en Afrique (Cap-vert, Cote d’Ivoire) (Bouree, 2016) et en Inde (Mourya et al.,
2016; Gupta et al., 2019).

Actuellement, les traitements de ces maladies reposent uniquement sur le soutien et le
suivi des symptomes. Dans ce cadre, il est urgent de concevoir et de développer des vaccins
efficaces et des agents antiviraux pour contréler la charge de morbidité de ces infections. Pour
cette raison, des études contribuent au challenge proposé par ’OMS pour la recherche
d’antiviraux au moyen des médicaments de seconde utilisation, de la médicine traditionnelle

et des dérivés de produits naturels (Farrar et al., 2007).



Depuis ’antiquité, la médicine traditionnelle s’avére étre une solution alternative pour
le traitement de diverses maladies surtout dans les pays en voie de développement comme
Madagascar (Debray, 1975). La Grande lle se trouve parmi les 35 points chauds du monde
dans le domaine de la biodiversité végétale comprenant une richesse floristique prometteuse,
source de substances naturelles anti-infectieuses (Myers et al., 2000; Norman, 2003;
Mittermeier et al., 2005). Un point chaud est également défini a cause de la destruction de son
environnement comme le cas de Madagascar qui a perdu la majorité de sa biodiviersité
végétale et animale (Jaziri, 2010). En outre, il est important de signaler que I’utilisation de ces
plantes médicinales manque un appui scientifigue et mérite des investigations

pharmocologiques plus approfondies.

Dans le cadre de la lutte contre le zika et la dengue, quelques plantes médicinales
traditionnelles ont été démontré comme un potentiel source de composés antiviraux (Abd
Kadir et al., 2013; Batista et al., 2019; Ali et al., 2021; Haddad et al., 2021; Chavda et al.,
2022). Les résultats récents obtenus au sein de ’'UMR PIMIT ont souligné le pouvoir antiviral
des plantes médicinales issues des iles de 1’Océan Indien contre le zika et la dengue. En effet,
il a été montré que les extraits bruts de trois plantes médicinales des Mascareignes (A.
theiformis, P. mauritianum et D. apetalum) sont capables d’inhiber I’infection des cellules
humaines par le ZIKV ainsi que par les 4 sérotypes DENV. Ces études ont également
souligné la richesse de ces extraits de plantes en composés phénoliques avec des squelettes
flavonoidiques et en composes terpéniques (Clain et al., 2018, 2019; Haddad et al., 20193,
2019b, 2020). Ces résultats prometteurs obtenus offrent la possibilité d’orienter la recherche
vers les plantes médicinales malgré que les structures des molécules responsables des activités

enregistrées n’aient pas été élucidees.

Une étude récente au sein de ’'UMR PIMIT a mis en exergue le potentiel antiviral de
I’isoquercitrine in vitro. Son mécanisme d’action a été identifi¢é au niveau de 1’entrée du
ZIKV durant 1’étape internalisation (Gaudry et al., 2018). Pour comprendre et identifier les
pharmacophores contribuant a son effet antiviral, il est nécessaire d’élaborer des ¢tudes de

relation structure-activité (RSA) sur ce flavonoide.

Ainsi, mes travaux de recherche s’attachent a valoriser la biodiversité régionale a
travers les caractérisations chimique et biologique des molécules bioactives issues des plantes
médicinales de Madagascar tout en se focalisant sur les familles des molécules identifiées afin

de faire émerger une relation entre la structure chimique et 1’activité antivirale.



Mon sujet de thése prend part a la continuité des études réalisées au sein de 'UMR PIMIT et

se divise en deux axes.

- Le premier axe est consacré aux caractérisations phytochimiques et antivirales des
plantes médicinales malgaches. Un criblage antiviral sur une liste de plantes malgaches
sélectionnées sur la base de criteres ethnobotaniques a permis d’identifier trois especes
actives : Stenocline ericoides, Stenocline inuloides et Waltheria indica. Ces trois plantes
retenues a 1’issue de ce criblage ont fait 1’objet d’études chimique et virologique afin de

caractériser la composition phytochimique et le mécanisme d’action antivirale.

- Le deuxieme axe concerne le développement des substances antivirales a partir des
dérivés de la quercétine qui s’avérent étre les substances les plus abondantes dans les sous-
produits de transformation des plantes malgaches. Une étude de modification structurale bio-

guidée a été meneée sur la quercétine et ses dérivés.
Ce manuscrit est constitué de deux grandes parties :

- La premiére partie (Partie I) regroupe les éléments bibliographiques au sujet des deux
flavivirus émergents ZIKV et DENV ; des stratégies de lutte antivirale; des plantes
médicinales malgaches sélectionnées pour 1’étude ; un état de I’art des flavonoides actifs
contre ZIKV et DENV.

- La deuxiéme partie (Partie Il) décrit les résultats et discussion sur les plantes
medicinales malgaches actives ainsi que sur 1’étude de relation structure-activité menée sur la

quercétine et ses dérivés.

L’ouvrage se termine par la présentation d’une conclusion et des perspectives, la description
des matériels et méthodes adoptés ainsi que la liste des références bibliographiques

consultées.






Partie I- Eléments bibliographiques






B. Les arboviroses

. Arbovirus

I-1. Définition et classification

Vers la fin du XIX®™ siécle, des études ont mis en évidence les rdles essentiels des
moustiques dans certaines maladies infectieuses comme la filariose, le paludisme, etc. C’est
seulement en 1900 que les recherches menées par Walter Reed et ses collaborateurs, ont
démontré le réle du moustique (Aedes aegypti) comme organe vecteur dans I’infection de la
fievre jaune. Et le premier arbovirus a été isolé par Adrian Stokes et ses collaborateurs en
1927 (Reed et al., 1900; Bean, 1983).

Les arbovirus (signifiant en anglais Arthropode borne virus) regroupent les virus
maintenus dans la nature par la transmission entre les hotes sensibles, avec I’intermédiaire des
arthropodes hématophages comme les moustiques, les tiques, les culicidés, les phlébotomes
ainsi que les moucherons piqueurs. (Chippaux, 2003; Barrett and Weaver, 2012; Young et al.,
2014; Lefeuvre and Apaire-Marchais, 2021). Ces derniers engendrent des arboviroses qui sont
généralement des zoonoses, c’est-a-dire des pathogenes infectieuses des animaux vertébrés
pouvant infecter les humains. De nombreux arbovirus sont hautement pathogenes et avaient
déja provoqué un taux élevé de morbidité et de mortalité humaine. (Barrett and Weaver, 2012;
Weaver, 2018).

Le catalogue international des arbovirus enregistre plus de 500 arbovirus distribués
dans cing grandes familles. Les deux tiers appartiennent aux familles des Bunyaviridae,
Togaviridae et Flaviviridae et le reste se répartit dans les familles de Rhabdoviridae et de
Reoviridae. Suivant la structure de leur génome, les arbovirus peuvent étre classés en 3
catégories : les virus a ARN simple brin positif, les virus & ARN simple brin négatif et les
virus @ ARN double brin (Tableau 1) (Young et al., 2014; Lefeuvre and Apaire-Marchais,
2021).



Tableau 1- Classification des arbovirus (selon (Go et al., 2013))

Famille

Genre

Vecteur(s)

Propriétés virologiques

Togaviridae
29 virus membres

+ss ARN

Flaviviridae
68 virus membres

Alphavirus
Rubivirus

Flavivirus
Hepacivirus
Pestivirus
Pegivirus

Moustiques

Moustiques
Tiques

Symeétrie cubique
Diamétre = 70 nm

Symeétrie cubique
Diametre = 40 - 60 nm

Bunyaviridae
318 virus membres

-sSARN

Rhabdoviridae
63 virus membres

Hantavirus
Nairovirus
Phlebovirus
Tospovirus
Orthobunyavirus

Vesiculovirus
Lyssavirus
Ephemerovirus
Cytorhabdovirus
Nucleorhabdovirus
Novirhabdovirus

Moustiques
Tiques
Moucherons
Phlébotomes

Moustiques
Moucherons
Phlébotomes

Symétrie hélicoidale
Diameétre = 80 - 120 nm

Symétrie en forme de balle
Diametre = 180x85 nm

Reoviridae
77 virus membres

dsARN

Rotavirus
Orthoreovirus
Orbivirus
Coltivirus
Aquareovirus
Cypovirus
Fijivirus
Phytoreovirus
Oryzavirus
Idnoreovirus
Mycoreovirus

Tiques

Symétrie cubique
Diametre = 60-80 nm

+sSARN : ARN simple brin positif, -sSARN : ARN simple brin négatif, dSSARN : ARN double brin

Le nom individuel de chaque arbovirus dépend de son histoire sans qu’une approche

taxonomique formelle ait été établie. Certains virus sont nommés suivant les maladies qu’ils

provoquent (chikungunya, o’nyong-nyong, dengue), d’autres selon 1’endroit ou ils ont été

découverts (West Nile, Bwamba, Ross River, Zika) et quelques-uns selon les symptomes

cliniques induits (encéphalite équine occidentale, fievre jaune) (Young, 2018). La grande

famille des arbovirus renferme également d’autres types de virus sans liaison apparente avec

un vecteur arthropode. Ils sont classés généralement dans le groupe en raison de leur relation

géneétique étroite. Nous pouvons citer le cas des virus appartenant au genre Hantavirus qui

sont maintenus dans la nature dans des rongeurs capables de transmettre directement

I’infection a I’homme (Lefeuvre and Apaire-Marchais, 2021).



Le cycle de transmission naturel des arbovirus implique trois composants, le virus, le

vecteur et I’hote(s) vertébré(s) (Chippaux, 2003).

Les infections dues aux arbovirus appartiennent a la famille des zoonoses ¢’est-a-dire
que ces agents pathogenes se transmettent naturellement des animaux aux humains, et vice-

versa (Young et al., 2014).

En premier lieu, la transmission des arbovirus est relative entre les vecteurs et les animaux
sauvages comme les mammiféres (les rongeurs, les primates, les chauves-souris, les chevaux,
etc...) et les oiseaux (Young et al., 2014). Il s’agit d’un cycle sylvatique ou cycle sauvage
naturel (Figure 1). En effet, les animaux domestiques et les humains restent souvent des hotes
accidentels par débordement du virus du milieu sauvage. Les arthropodes sont infectés par
engorgement d’un repas sanguin provenant d’un vertébré. Les virus se développent dans
I’épithélium de I’intestin moyen et se propagent dans les autres tissus et organes jusqu’aux
glandes salivaires. 1l s’agit de la période d’incubation extrinséque entrainant un titre élevé de
charge virale dans la salive du vecteur. La transmission s’effectue ainsi aux mammiféres et/ou
aux humains par les morsures d’insectes (Barrett and Weaver, 2012). Dans ce deuxiéme cas,
les humains et les animaux domestiques deviennent des hotes amplificateurs une fois qu’ils
développent une virémie suffisante pour infecter les vecteurs. Ce processus d’amplification
peut rester un cycle épizootique rural avec la transmission du virus a des animaux
domestiques (Figure 1). Il peut étre également a I’origine des épidémies dans les zones a forte
densité de population humaine avec des conditions environnementales favorables (Figure 1)
(Young et al., 2014).
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Figure 1- Cycles de transmission des arbovirus

I-2.  Arboviroses émergentes

Selon I’OMS, une maladie est dite émergente/réemergente lorsqu’elle fait apparition

soudain dans une population pour la premiére fois, ou qu’elle existait sans doute auparavant et

connait une augmentation soudaine en termes d'incidence ou de distribution géographique
(WHO et al., 2004).

La propagation des arbovirus repose sur plusieurs facteurs :

e La biodiversité dans les régions tropicales et sub-tropicales d’Afrique, d’Asie
du Sud-Est et d’Amérique latine apporte aux arbovirus leur source de survie en
termes de réservoirs potentiels, de conditions climatiques favorables et de
contact étroit avec les humains. Depuis des décennies, des virus circulent dans
ces régions en prenant 1’exemple du virus de la fiévre jaune (YFV) en Afrique
subsaharienne et en Amerique latine (Huang et al., 2019).

e Les activités humaines impliquant la croissance démographique, la
déforestation, 1’urbanisation et I’évolution des transports internationaux sont a

I’origine de diverses épidémies. Nous pouvons citer le cas du virus de Nil
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occidental qui s’est propagé dans tout I’Amérique du Nord pendant une
décennie depuis son émergence a New York en 1999 (Couillard, 2002; Young,
2018). En 2005, le virus du chikungunya a fait son apparition a 1’Ile de la
Réunion et a réussi a se propager dans tous les pays de ’Océan Indien jusqu’en
Asie du Sud-Est (Josseran et al., 2006; Renault et al., 2012; Paty, 2013). Les
meilleurs exemples restent I’expansion continue et rapide des virus de la
dengue dans les zones tropicales et subtropicales depuis des décennies
accompagnant 1’émergence récente du virus de Zika et I’épidémie causée dans
I’ Amérique latine depuis 2016 (Bhatt et al., 2013; Messina et al., 2014; Mittal
etal., 2017; Ferraris et al., 2019).

Les changements climatiques et écologiques engendrent les distributions des
vecteurs de ces arbovirus dans de nouvelles zones géographiques (Lambrechts
et al., 2010; Ding et al., 2018; Ducheyne et al., 2018; Chandra et al., 2021). En
outre, ces virus sont connus pour leur capacité a s'adapter facilement aux
nouveaux vecteurs et hotes vertébrés via des mutations. Ainsi, la prolifération
du chikungunya (CHIKV) dans 1’Océan Indien a été également facilitée par
son adaptation au cycle de transmission vectorisé par Ae. albopictus (Delatte et
al., 2008b; Waldock et al., 2013). Ce changement de vecteur était dd a la
mutation E1-A226V unique au génotype ECSA accélérant ainsi la dispersion
du CHIKV dans les zones ou le premier vecteur (Ae. aegypti) ont été presque
éradiqués (Musso et al., 2018). 1l s’agit également du cas de I’épidémie de la
dengue en Chine en 2014. La transmission du DENV-1 par Ae. albopictus a
provoqué plus de 37 000 cas confirmés en laboratoire a Guangzhou (Musso et
al., 2018; Chen et al., 2019, 2021). Ces situations ont démontré la capacité de
Ae. albopictus a transmettre et a maintenir les épidémies des arbovirus en

milieu urbain (Musso et al., 2018).

Les entités publiques et sanitaires se retrouvent souvent en difficulté devant les

épidémies provoquées par ces virus émergents a cause de 1’ignorance compléte (pour les virus

émergents) ou de la méconnaissance (pour les virus ré-émergents) des aspects biologiques,

physico-chimiques et environnementaux, de la pathologie de la maladie, des mesures

préventives et therapeutiques a prendre. En outre, la circulation et la propagation de ces virus

sont favorisées par I’absence d’immunité naturelle, de vaccins et de traitements médicaux

spécifiques.
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Actuellement, les arbovirus recensés représentent moins de 1% de I’ensemble existant
selon les estimations. Seuls quelques-uns parmi eux, environ 150, sont connus pour causer des
maladies humaines. lls appartiennent a trois familles: Togaviridae (genre Alphavirus),
Flaviviridae (genre Flavivirus) et Bunyaviridae (genres Bunyavirus, Orthobunyavirus,
Nairovirus et Phlebovirus) (Young, 2018). Par la suite, seuls les Flavivirus seront détaillés

dans ce manuscrit.

I1. Flavivirus

II-1. Définition et classification

L’appellation « Flavivirus » provient du terme latin « flavus » ou jaune se référant au
premier arbovirus identifié, le virus de la fiévre jaune. Cette maladie a semé la terreur en
Amérique, en Europe et en Afrique durant les trois siécles qui ont suivi ’arrivée des
conquistadors espagnols dans le Nouveau Monde. Diverses études et investigations ont été
menées pour connaitre la cause de la maladie. Au cours d’une enquéte a La Havane en 1900,
Walter Reed, James Carroll, Carlos Finlay et leurs collégues ont montré que 1’agent
pathogene était un « virus filtrable » transmis par le moustique Ae. aegypti. (Chambers et al.,
1990; Burrell et al., 2017)

Appartenant a la grande famille des Flaviviridae, les flavivirus regroupent plus de 70
espéces dont les virus de la fiévre jaune (YFV), de la dengue (DENV), du zika (ZIKV), du Nil
occidental (WNV) ou encore de I’encéphalite japonaise (JEV).

Si d’une part, les flavivirus peuvent étre classifiés en 15 groupes selon la ressemblance au
niveau de leur séquence nucléotidique (Burrell et al., 2017), d’autre part, ils peuvent étre
subdivisés en deux grands groupes selon leur phylogénie : les virus a vecteurs inconnus et les
virus a vecteurs connus (ceux transmis par les moustiques et les tiques). En se focalisant sur
les flavivirus transmis par les moustiques, deux groupes peuvent étre considérées : les virus
neurotropes provoquant des encéphalites et les virus non neurotropes mais hémorragiques.
(Kuno et al., 1998; Gaunt et al., 2001)(Figure 2).
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Figure 2- Classification de quelques flavivirus selon leurs vecteurs
[1-2.  Biologie des flavivirus

Les flavivirus sont des petits virus sphériques avec un diamétre d’environ 50 nm. Leur
noyau est constitué d’une capside C et d’ARN viral, enveloppé par une bicouche lipidique
formée de glycoprotéines E et de protéines M (Smit et al., 2011).

La capside C est une protéine hélicoidale constituée de 120 acides aminés. Elle est associée
directement au génome viral en liant les acides nucléiques viraux ou les lipides hotes. Elle est
aussi impliquée dans 1’orientation et I’incorporation du génome viral dans le virion.
(Mukhopadhyay et al., 2005; Pierson and Diamond, 2020) (Figure 3A). La protéine E se
présente sous forme d’une structure a trois domaines (appelés domaines E-DI, E-DII et E-
DIII) qui sont reliés par des régions de charniéres flexibles (Figure 3B). Le domaine ED-II
ressemble a un doigt allongé facilitant la dimérisation des protéines E. A son extrémité, il
possede une boucle de fusion conservee tres hydrophobe. Cette partie est impliquée dans la

fusion endosomale-membranaire (Smit et al., 2011). La protéine M constitue une petite partie
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de sa forme précurseur prM (21 kDa) et est ancrée dans la membrane virale par deux hélices
transmembranaires. Le précurseur membranaire se présente sous forme glycosylé et est
incorporé dans I’enveloppe virale sous forme de pics hétérotrimériques prM—E avec une
symétrie icosaédrique empéchant les changements conformationnels de la protéine E. En
d’autres termes, le peptide prM protege les virions immatures contre la fusion prématurée
avec la membrane hote. Le clivage de prM en M par la furine ainsi que le réarrangement des
ponts trimériques prM-E en hétérodimeres M-E, a travers le réseau trans-Golgi, sont
nécessaires pour la formation de virions matures infectieuses (Figure 3C) (Hu and Sun, 2019;
Pierson and Diamond, 2020).
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Figure 3- Structure et organisation d’une particule virale d’un flavivirus (Pierson and Diamond, 2020)

(A) Représentation du virion immature (gauche) et mature (droite) des flavivirus, pr-M : précurseur membranaire, E :
protéine enveloppe, M : protéine membrane. (B) Structure de la protéine enveloppe E liée a la membrane virale avec ses 3
domaines (domaine | en rouge, domaine Il en jaune et domaine Il en bleu) ; la protéine M en violet attachée a la membrane

virale par deux domaines transmembranaires. (C) Organisation du génome d’un flavivirus

Le génome viral des flavivirus est constitué d’un ARN simple brin positif d’une
longueur d’environ 11-12 kb. Il est composé d’un seul et long cadre de lecture ouvert limité
par deux régions non traduites. L’ARN posséde une coiffe de type I a son extrémité 5’
(m7GpppAmp) suivie de la séquence de dinucléotide conservée. A la différence d’autres
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virus, I’extrémité 3 du génome est composée de 100 a 700 nucléotides et se termine par une
boucle 5’-CUpy-3’ au lieu d’une voie poly(A) (Figure 3C) (Brecher et al., 2013; Burrell et al.,
2017). Durant la replication virale, ’ARN est traduit en une seule polyprotéine d’environ
3430 d’acides aminés. La polyprotéine est ensuite clivée par différentes protéases en trois
protéines structurales (la capside C, le précurseur membranaire / la membrane prM/M et
I’enveloppe E) et en sept protéines non structurales désignées comme NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B et NS5. Ces protéines structurales et non structurales ont des
responsabilités dans I’assemblage du virion, la liaison et I’entrée au niveau de la membrane

cellulaire, le traitement de la polyprotéine et la réplication virale (Tableau 2).

Tableau 2- Fonctions des protéines structurales et non structurales des flavivirus (Chong et al., 2019; Blahove and Carter,
2021; Dey et al., 2021)

Protéine Description Fonction
Capside C Protéine (12 kDa) Emballage et protection du génome viral
Précurseur Repliement de 1’enveloppe E
membranaire prM/  Glycoprotéine (21 kDa) Protection contre une exocytose précoce des virions
Membrane M immatures

Entrée de la particule virale dans les cellules
(attachement, internalisation et fusion)

Protéines
structurales

Enveloppe E Glycoprotéine (53 kDa)

Synthése de I’ARN a brin positif
Réplication et assemblage du virus

Evasion du systeme immunitaire

Marqueur d’infection a flavivirus

Libération des particules virales infectieuses

NS1 Glycoprotéine (48 kDa)

Protéine membranaire

NS2A intégrale (22 kDa) Eépli_cation et a§sem_blage d_u \_/irus
" vasion du systeme immunitaire
= Cofacteur de NS3 protéase (complexe sérine
5 NS2B Protéine hydrophobe protéase)
S transmembranaire (14 kDa) Détection de I’ADN mitochondrial des cellules hotes
= Antagoniste de I’interféron de type |
s NS3 protéase avec NS2B
c . NS3 trisphosphatase 5’-ARN
§ NS3 Proteine (70 kDa) NS3 nucléoside triphosphatase (NTPAse)
%‘a NS3 hélicase
2 Protéine membranaire Réarrangement membranaire
& NS4A intégrale (16 kDa)

NS4B Protéine membranaire Modulation de la synthése de I’ARN viral

intégrale (27 kDa) Evasion du systeme immunitaire
Membre principal du Complexe Replication
NS5 Protéine (103 kDa) ARN dépendant polymérase C-Terminal (RdRPase)

Meéthyl transférase N-Terminal (MTase)
Antagoniste de I’interféron type [

In vitro, les flavivirus se répliquent facilement dans les cellules dérivées de leurs hotes
vertébrés (mammiferes, oiseaux) comme les cellules Vero (rein d’un singe vert africain), les
cellules BHK-21 (rein de bébé hamster) et les fibroblastes primaires de poussins et

d’embryons de canards. Ils se reproduisent dans les cellules de moustiques C6-36 d’Ae.
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albopictus, AP-61 d’A. pseudoscutellaris, sans provoquer de changements cytopathiques. Ils
peuvent également infecter les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques
(Brecher et al., 2013; Burrell et al., 2017).

Les particules virales s’attachent a la surface des cellules hotes par le biais des ligands
sur la protéine E (Figure 4). Les flavivirus ne possédent pas de récepteurs uniques.
Généralement, ils ont la facilit¢ de se lier aux glycosaminoglycanes (GAGs). Il s’agit de
polysaccharides sulfatés a chaine longue non ramifiée et souvent liés aux protéines de base
attachées aux surfaces cellulaires comme les héparanes sulfates (Perera-Lecoin et al., 2014).
D’autres récepteurs cellulaires pour I’entrée des flavivirus sont possibles. Nous pouvons citer
les intégrines aVP3 qui jouent un role dans 1’entrée virale des WNV et JEV (Chu and Ng,
2004). Les récepteurs de lectine de type calcium C ont été mis en évidence comme
responsables de I’entrée virale des virus tels que le DENV et le JEV dans les cellules
humaines (Navarro-Sanchez et al., 2003; Dejnirattisai et al., 2011; Wang et al., 2016; Liu et
al., 2020) et le WNV dans les cellules des moustiques (Davis et al., 2006). Il existe également
les récepteurs de phosphatidylsérine TIM/TAM comprenant les AXL et les TYRO3 qui
interviennent avec les virus DENV et ZIKV (Perera-Lecoin et al., 2014; Liu et al., 2016). On
retrouve les protéines de choc thermique (Hsp70/90) interagissant avec DENV et JEV dans
des cellules humaines et des cellules de moustiques (Cabrera-Hernandez et al., 2007; Zhu et
al., 2012).

Les flavivirus entrent dans les cellules par endocytose clathrine-dépendante induite par les
récepteurs (Figure 4). Le pH acide de ’endosome déclenche un changement conformationnel
de la protéine virale E, éventuellement important pour la fusion de la particule virale et des
membranes plasmatiques ou liposomales de la cellule héte comme le cas du WNO, DENV et
JEV (Chambers et al., 1990) . La fusion va entrainer la libération du génome d’ARN
nucléocapside et viral dans le cytoplasme (Figure 4). Ensuite, I’ARN viral se traduit en une
seule polyprotéine dans le réticulum endoplasmique (RE) et subit un clivage pour donner
naissance a 3 protéines structurales et 7 protéines non structurales. Les protéines virales non
structurales interviennent dans la réplication des ARN, dans les invaginations RE ou vésicules
(VP). L’ARN nouvellement synthétisé est exporté dans 1’espace intermembranaire du VP et
sort ensuite dans le cytoplasme. Ensuite, le génome est emballé par une protéine de capside
virale C entourée du précurseur membranaire prM et d’une protéine enveloppe E. Pendant
I’assemblage du virion, les complexes protéiques E avec les protéines prM dans le RE

forment des complexes hétérotrimériques prM-E (Figure 4). Ces complexes sont intégrés par
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la suite dans la bicouche lipidique pour former un virion immature. Les virions immatures
sont hérissés et mesurent 60 nm de diameétre. ls sont transportés au réseau trans-Golgi (TGN)
pour un processus de maturation. Le pH acide dans le TGN induit des changements
conformationnels des particules immatures, conduisant a la réorganisation de la protéine
d’enveloppe et le clivage de prM en « pr» et « M » par la furine (une protéase cellulaire).
Dans des conditions acides, le fragment de clivage reste associé aux virions dans le TGN mais
se dissocie au pH neutre de I’environnement extracellulaire, générant une particule virale
mature et infectieuse. A ce stade, la protéine E a adopté une conformation métastable avant
d’étre libérée par exocytose. Les particules sub-virales (PSV) sont produites comme sous-
produits pendant le processus d’assemblage du virion. Elles sont dépourvues du génome viral
et de la capside et composées uniquement de la membrane lipidique avec des complexes prM-
E liés. Ces PSV sont transportés, traités et libérés du RE dans leur ensemble, non infectieux
(Figure 4) (Chong et al., 2019).
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Figure 4- Cycle de réplication d’un flavivirus (adapté de (Heinz and Stiasny, 2017))

I1l. Zika

I1I-1. Historique

La découverte de nombreux arbovirus comme le virus zika a eu lieu suite au
programme de recherche sur la fievre jaune qui a été mené par la Fondation Rockefeller
durant la période de 1914 a 1970 (Musso and Gubler, 2016). Le virus zika (ZIKV) a été isolé
pour la premiére fois en Avril 1947, a partir du sang d’un rhesus sentinelle (Macaca mulatta)
infecté dans la forét tropicale Zika, située a environ 4 km d’une ville centrale de I’Ouganda, a
Entebbe. Le second isolement a été effectué a partir du moustique Ae. africanus prélevé en

janvier 1948 au méme endroit. Le virus fit nommé « virus zika » suivant le nom du lieu ou
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les premiéres découvertes ont été effectuées. Les tests de neutralisation croisés indiquent qu’il
s’agit d’un nouveau virus, autre que ceux de la fievre jaune et de la dengue (Dick et al., 1952).
Le premier cas humain d’infection a été détecté en Tanzanie et en Ouganda par la présence
des anticorps neutralisants contre ce virus dans le sérum provenant des patients en 1954
(Bernatchez et al., 2020). La premiére épidémie majeure de zika a fait son apparition en 2007
sur I'lle de Yap en Micronésie. Les patients ont présenté pour la premiere fois des symptomes
bénins signalés comme de la fiévre, l'arthralgie et de la conjonctivite. Par la suite, une
épidémie a été identifiée en Polynésie francaise en 2013 (Cao-Lormeau et al., 2014) . Des
caractéristiques de symptdmes avec des malformations congeénitales chez les nourrissons nés
de meres infectées et des hypotheses de liaison entre I'infection virale et le développement du
syndrome neuro-inflammatoire de Guillain-Barré (SGB) ont été rapportées pour la premiére
fois durant cette épidémie (Cao-Lormeau et al., 2014, 2016). En 2015, le ZIKV a contaminé
le Brésil et s'est propagé rapidement dans les autres états d’Amérique. Des cas de
microcéphalie, des éruptions cutanées, des arthralgies et des malformations oculaires ont été
signalés (do Rosario et al.,, 2016; Rodrigues, 2016; Jaenisch et al., 2017). Suite a ces
manifestations cliniques associées, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a déclaré le
zika en Février 2016 comme étant une urgence mondiale de santé publique (Bernatchez et al.,
2020).

Appartenant a la famille des Flavivirus, le ZIKV est placé dans le clade X transmis par
les moustiques avec le serocomplex Spondweni (Musso and Gubler, 2016). Des études
phylogénétiques effectuées sur les séquences genomiques des ORC ont mis en évidence deux
souches de ZIKV : la souche africaine (les prototypes de I’Ouganda, Nigéria et du Sénégal) et
la souche asiatique a 1’origine de la premiere épidémie dans les lles de Yap en 2007 (Haddow
et al., 2012)(Figure 5). La lignée asiatique provient d’un ancétre commun avec la souche

africaine se déplacant en Asie du Sud-Est et dans le Pacifique.
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Figure 5- Arbre phylogénique de ZIKV selon I’alignement des nucléotides et d’acides aminés (Haddow et al., 2012)

I11-2. Mode de transmission

Comme la plupart des arbovirus, le ZIKV est transmis par les piqlres de moustiques,
plus précisément du genre Aedes en citant Ae. africanus, Ae. luteocephalus, Ae. furcifer,
Ae. apicoargenteus, Ae. vitattus, Ae. albopictus et Ae. Aegypti (Nhan et al., 2014; Barbi et
al., 2018). Son mode de transmission se maintient généralement en cycle sylvatique sauvage
entre les vecteurs et les primates pourtant des anticorps ont été détectés dans d’autres
mammiféres a savoir les éléphants, les chévres, les hippopotames, les impalas, les kongoni,
les lions, les moutons, les gnous, les zebres, les rongeurs et les chauves-souris (Haddow et al.,
2012; Nhan et al., 2014; Musso and Gubler, 2016).

Mis a part la transmission vectorielle, une mere enceinte infectée pourra également
transmettre le virus a son feetus. Des cas ont été signalés durant 1’épidémie en Polynésie
Francaise avec la présence du génome viral dans le lait maternel rendant également possible
la transmission par allaitement (Besnard et al., 2014). Par la suite, plusieurs études ont montré
cette possibilité de transmission verticale avec des expériences sur les souris (Li et al., 2016;
Chen et al.,, 2017). Le ZIKV peut également se transmettre sexuellement, un chercheur
ameéricain a contracté la maladie au Sénégal en 2008 et a transmis le virus a son épouse lors

de son retour (Foy et al., 2011; Musso et al., 2015). La voie de transmission de ZIKV par
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transfusion sanguine a deja été démontrée durant 1’épidémie en Polynésie francaise. Le
génome a été détecté chez des donneurs de sang alors qu'ils étaient totalement
asymptomatiques (Nhan et al., 2014). Il est a noter que des études ont mis en évidence la
présence de ZIKV infectieux dans la salive (Barzon et al., 2016) et les urines (Bonaldo et al.,
2016).

111-3.  Epidémiologie

Au cours des décennies, seuls quelques dizaines de cas sporadiques ont été signalées
en Afrique et en Asie du Sud lors des études de surveillance sur le ZIKV (Ferraris et al.,
2019). Néanmoins, le suivi pourrait étre fausse a cause de la similarité des symptdmes et de la
réactivité croisée des anticorps des infections par le ZIKV et le DENV. (Lanciotti et al., 2016;

Suwanmanee and Luplertlop, 2017; Alshammari et al., 2018; Hu and Sun, 2019)

Epidémiologie de zika dans le Pacifique

La premiére epidémie a vu le jour en 2007 a I’ile de Yap, en Micronésie (Duffy et al.,
2009; Thomas et al., 2015). Aprés 2007, des cas importés et autochtones de ZIKV ont
commencé a augmenter et se propager dans plusieurs territoires. En octobre 2013, une
deuxiéme épidémie a été déclarée en Polynésie francaise avec une estimation de 32000
personnes infectées (11,5% de la population) (Mallet et al., 2016; Musso and Gubler, 2016). I
a été démontré suite a des études phylogénétiques que la souche virale circulée en Polynésie
francaise est largement similaire a celle de Cambodge (2010) et des lles de Yap (2007)
confirmant la propagation de la souche asiatique de ZIKV (Musso and Gubler, 2016). A la
méme époque, des cas de SGB ont été signalés avec un taux d’incidence d’environ 20 fois
plus élevé que prévu, selon la densité de la population polynésienne. Des études
rétrospectives sur des « cas-témoins » ont confirmé le lien entre ces deux maladies avec la
détection des anticorps anti-ZIKV dans les 98% des 42 cas de SGB survenus 4 mois apres
I’épidémie (Musso et al., 2014; Cao-Lormeau et al., 2016; Mallet et al., 2016). D’autres
complications neurotropes ont été également annotées aprés 1’épidémie & savoir des
encéphalites, des myélites, des purpuras thrombopéniques immunologiques, des névrites
optiques et des papillites (Mallet et al., 2016). En outre, les hopitaux ont remarqué un nombre
assez élevé de nourrissons presentant des malformations et des disfonctionnements au niveau

des cerveaux I’année suivante de 1’épidémie. Des études rétrospectives avec 19 cas identifies
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ont démontré une possible liaison entre I’infection par le zika et les malformations cerébrales

des feetus comme la microcéphalie (4 sur 19 cas) (Besnard et al., 2016).

Par la suite, des épidémies de zika ont été survenues dans le pacifique, en Nouvelle-
Calédonie, a I'le de Paques et aux Tles Cook en 2014. En 2015, le virus a été arrivé au
Vanuatu, aux fles Salomon, aux Samoa et aux lles Fidji (Musso et al., 2014; Musso and
Gubler, 2016; Ferraris et al., 2019).

Epidémiologie de zika en Amérigue

Au milieu de 2015, le ZIKV a atteint le continent américain en touchant
principalement le Brésil. Durant la période du mois de mai au mois de décembre 2015, 18
villes brésiliennes ont signalés des transmissions autochtones du virus avec une estimation de
440 000 a 1300 000 de personnes infectées (Musso and Gubler, 2016). Durant cette
épidémie, une augmentation anormale du taux de cas de SGB chez 1’adulte (do Rosario et al.,
2016; Barbi et al., 2018; Ferraris et al., 2019) et du nombre de cas de microcéphalie chez les
nourrissons a été observée confirmant les cas survenus en Polynésie francaise (Besnard et al.,
2016; Rodrigues, 2016; Jaenisch et al., 2017). Le ZIKV s’est propagé dans 33 pays de
I’Amérique latine au total, avec des cas de transmission autochtone surtout en Colombie et
aux Caraibes (Musso and Gubler, 2016).

Suite a I’évolution de I’épidémie de zika en Brésil, 'OMS a commencé a publier des rapports
de situation et de surveillance de I'épidémie en février 2016. Un rapport de ’OMS émis en
2017 informe que sur les 61 territoires de transmission de virus en cours : une transmission du
virus entre les humains a été prouvée dans 13 pays, 31 pays ont signalé des troubles
neurologiques (microcéphalie, malformation congeénitale) liés a l'infection par le ZIKV et un
taux élevé de SGB chez les patients infectés par le ZIKV a été rapporté dans 23 pays (Ferraris
etal., 2019)

Epidémiologie de zika en Europe

En ce qui concerne I’Europe, le premier cas d’infection de zika a été détecté en
Allemagne avec un voyageur qui est revenu de Thailande en Novembre 2013 (Tappe et al.,
2014). Ensuite, plusieurs cas ont été signalés partout dans les pays de I’Europe comme la
France, I’ltalie, les Pays-Bas, la Norvége, la Finlande, I’Espagne et 1’ Angleterre (Musso and
Gubler, 2016).

22



Depuis 2017, le nombre de cas d’infection a beaucoup diminué. Toutefois, une
vigilance s’impose parce que le virus circule toujours dans de nombreux pays. Par exemple,
trois cas d'infection au ZIKV confirmes en laboratoire ont été signalés en Inde (région de
Bapunagar) (OMS, 2021). Des émergences du virus commencent méme a apparaitre hors des

zones tropicales (Figure 6).
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Figure 6- Pays et territoires ayant une transmission actuelle ou antérieure du virus zika selon ’OMS (mis a jour Février
2022) (créé avec https://mapchart.net)

[11-4.  Physiopathologie

L’infection par le virus zika est dans les 80% des cas est asymptomatique. Dans le cas
contraire, les symptdmes apparaissent au bout de 5 a 10 jours aprés 1’exposition au virus et
peuvent durer une a deux semaines environ. lls se manifestent généralement (90% des cas)
par de la fievre, des maux de tétes et des éruptions cutanées. Les patients peuvent avoir
également des douleurs articulaires et musculaires, fatigue accompagnée des légeres malaises,
vomissement, diarrhée, cedémes, rougeur oculaire et de la conjonctivite (Musso and Gubler,
2016; Mittal et al., 2017). Dans la majorité des cas, la maladie évolue vers une guérison sans
complication majeure et décés. Néanmoins, la maladie pourra étre a [’origine de
complications neurologiques comme le SGB chez I’adulte. En effet, il s’agit d’un syndrome

auto-immune rare ou le systeme immunitaire attaque les nerfs péripheriques. Cette attaque
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pourra engendrer une paralysie progressive avec un taux de mortalité d’environ 5%.
Approximativement 20% des malades se trouvent dans une incapacité importante (perte de
sensation des membres supeérieurs et inférieurs). Une incidence élevée de cas de SGB a fait
son apparition avec les majeures épidemies de zika dans les territoires affectés. Les
mécanismes expliquant la liaison des deux maladies restent encore flous et sans réponse
concrete. Des études mettent en hypothése que le virus pourrait exacerber la réponse
immunitaire déclenchant un processus immunopathogene engendrant a son tour 1’apparition
de SGB. En 2015, 1708 cas de SGB ont été signalés au Brésil, ce qui représentent une

augmentation de 19% par rapport a I’année précédente. (Barbi et al., 2018)

Dans le cas des femmes enceintes infectées par le ZIKV, des cas de microcéphalie chez les
nourrissons ont circulé avec les épidémies enclenchant 1’urgence sanitaire internationale pour
cette maladie. La microcéphalie correspond a une insuffisance de croissance cérébrale
atteignant les nouveau-nés. Leur cerveau a une taille plus petite par rapport & la normale aux
normes de leur age et de leur sexe. Cette maladie peut étre liée a divers problemes comme les
crises d’épilepsie, moindre espérance de Vvie, retard de développement, handicap intellectuel et
auditif ainsi que les troubles de mouvement, d’alimentation et d’équilibre (CDC, 2016). Des
études sur deux femmes enceintes avec des feetus victimes de microcéphalie de Paraiba au
Brésil, ont mis en évidence la présence de ’ARN de ZIKV dans le liquide amniotique. Ces
résultats confirment le lien entre le zika et la microcéphalie et informent la capacité du virus a
traverser la barriére placentaire (Calvet et al., 2016). D’autres études in vitro et in vivo

rejoignent et renforcent le tropisme de ZIKV au niveau cérébral (Mittal et al., 2017).
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IVV. Dengue

IV-1. Historique

Parmi les arbovirus émergents, la dengue représente une grande menace pour la santé
humaine avec un risque pour le tiers de la population mondiale. 11 s’agit également d’une des
maladies virales les plus anciennes dans 1’histoire de I’humanité. Cependant son lieu d’origine
reste incertain tout comme 1’apparition des premieres épidémies. La premi¢re mention des
symptdmes de la dengue se trouve dans une encyclopédie chinoise, publiée vers les années
992. La maladie fut nommée « poison de I’eau » a cause de sa liaison avec les insectes volants
de I’eau (Gubler, 1998b). Avant le 18°™ siécle, une maladie ressemblant & la dengue circulait
et se propageait dans plusieurs pays d’Asie et d’Amérique (Gubler, 1998a; Saeed and Asif,
2020). La reconnaissance de la maladie a été trés lente avec la similarité des symptémes a
ceux de la fievre jaune et du chikungunya, qui ont fait I’objet d’épidémie a cette époque. Une
fois que la relation entre la fievre jaune et Ae. aegypti a été mise en évidence, des études sur
des volontaires humains ont été réalisées pour savoir si la dengue pourrait étre également une
infection virale transmise par les moustiques. Une documentation sur la transmission de la
dengue par les moustiques a été faite par Graham en 1903, Bancroft en 1906, puis par Cleland
en 1918 (Saeed and Asif, 2020). Les travaux de Ashburn et Graig en 1907 ont déterminé
I’identité étiologique de ’agent pathogéne de la dengue comme un virus (Gubler, 2004).
Néanmoins, ce n’est que vers les années 1940, durant la deuxiéme guerre mondiale, que le
premier virus de la dengue a été isolé (Tableau 3). A cette époque, des soldats japonais
souffraient d’une maladie avec une forte fievre et de douleurs articulaires (Gubler, 1998a;
Saeed and Asif, 2020). 1l existe 4 sérotypes de la dengue, différents en termes de phylogénie
et d’antigenes (Tableau 3). Le pourcentage de similarité de I’homologie de séquence d’acides
aminés entre ces 4 sérotypes est approximativement 60 a 70 % (Akhtar, 2020). Des études sur
les empreintes digitales du génome ont montré que chaque sérotype posséde également des
variants appelés génotypes (Tableau3) (Repik et al., 1983). Les DENV-1, DENV-2 et DENV-
3 possedent cing génotypes, tandis que le DENV-4 n’est pourvu que de quatre génotypes
(Rico-Hesse, 2003). Cette variation génétique pourrait étre die a la recombinaison des
sérotypes DENV dans les hétes du virus. La co-circulation de différents sérotypes et
génotypes de DENV dans une zone géographique particuliere a été documentée, rendant

possible ce phénomene de recombinaison (Holmes et al., 1999; Holmes and Burch, 2000).

25



Tableau 3- Isolement des 4 sérotypes de virus de la dengue et classification de leurs génotypes

Sérotype Isolement du virus Génotypes? Références
Sérotype Du cerveau d’un souris infecté par le 5 génotypes : Malaisie, (Hotta, 1952; Sabin,
DENV-1 sang des patients durant 1’épidémie au  Amérique/Afrique, Pacifique Sud, 1952)
Japon en 1943 et a Hawai en 1945 Asie et Thailande
Sérotype  Durant I’épidémie a la Nouvelle Guinée 5 génotypes : Amérique ; (Rico-Hesse et al.,
DENV-2 et en Indonésie en 1944 puis plus tard  Amérique/Asie, Asie 1, Asie 2, 1997; Cologna et al.,
aux Philippines, Malaisie et Thailande Cosmopolitain et sylvatique 2005)
Sérotype Durant I’épidémie aux Philippines et en 5  génotypes: Asie de Sud- (Messer etal., 2003)
DENV-3 Thailande en 1953 Est/Pacifique Sud, Thailande, Sous-
continent Indien, Amérique
Sérotype Durant I’épidémie aux Philippines et en 4 génotypes : Sylvatique/Malaisie, (Messer et al., 2003;
Thail 1 isi i - . ;
DENV-4 ailande en 1953 Malaisie, Asie de Sud-Est et Guzman et al.,, 2017;

Indonésie

Saeed and Asif, 2020)

¥Classification des génotypes en se basant sur les nucléotides de toute la région génétique de ’enveloppe E
(Rico-Hesse, 2003)

IV-2.

Mode de transmission

Le principal mode de transmission du virus de la dengue s’effectue par la piqlire du

moustique vecteur du genre Aedes essentiellement Ae. aegypti et Ae. albopictus distribués

dans les zones tropicales et subtropicales (Figure 7).
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Figure 7- Distribution de Ae. aegypti et Ae. albopictus dans le monde en 2018 (Kamal et al., 2018)

Ces moustiques du genre Aedes sont tres anthropophiles principalement Ae. aegypti.
lIs préferent pondre leurs ceufs autour des habitats des humains : dans des vieux pneus de
voiture et des pots de fleurs, etc. Ce sont des espéces diurnes et en conséquence se nourrissent
plutbt le jour que la nuit. Les femelles d’Ae. aegypti ont la capacité de piquer plusieurs
personnes au cours d’un seul repas sanguin. Si le moustique est porteur du virus de la dengue,
le moustique peut transmettre le DENV a plusieurs personnes en peu de temps. Le
développement du virus chez le moustique dure en moyenne 10 jours. Ce développement
comporte une multiplication virale dans I’abdomen du vecteur puis le virus gagne les glandes
salivaires. On considére qu’un moustique reste infectant toute sa vie (Gubler, 2004; Khetarpal
and Khanna, 2016; Guzman et al., 2017). La transfusion sanguine ou la greffe d’organes
pourra transmettre également le virus de la dengue méme si les cas sont trés rares (Tambyah
et al., 2008).

IV-3.  Epidémiologie mondiale de la dengue

La propagation de la dengue évolue exponentiellement ces derniéres décennies avec
une charge de morbidité humaine de 20 000 décés environ par année (Stanaway et al., 2016).
Des études de modélisation en utilisant des techniques cartographique et statistique ont

rapporté¢ que 390 millions d’infections par le virus de la dengue se produisent chaque année,
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dont environ 96 millions nécessitent des interventions cliniques (Bhatt et al., 2013).
Récemment, une autre étude sur la prévalence de la dengue a montré que 60% de la
population mondiale équivalent a 6,1 (4,7-6,9) milliards de personnes seront exposés au
risque de la dengue en 2080 (Messina et al., 2014). En revenant au passé, les premiéres
suspicions d’épidémie de dengue ont été signalées en Martinique (en 1635) et au Panama (en
1699) (Saeed and Asif, 2020). Ensuite, plusieurs maladies présentant des symptdmes
similaires ont été mentionnées dans plusieurs pays tels que Jakarta, Indonésie, Egypte et
Philadelphie en 1780. La description de ces symptdbmes accompagnes des formes
hémorragiques et de syndromes de choc, a été publiée par Benjamin Rush en 1789 (Rush,
1951). Ces formes séveres et graves de la dengue ont causé des déces durant 1’épidémie en
Australie (en 1897), en Grece (en 1928) et a Taiwan (en 1931). Mais c¢’est seulement en 1950
que la dengue hémorragique (DHF) envahissant les Philippines jusqu’au Bangkok, a été
définie comme étant un syndrome compliqué de la dengue classique (Gubler, 1998a; Guzman
et al., 2017; Qureshi, 2020; Saeed and Asif, 2020). Les perturbations majeures au niveau de
I’écosystéme et les changements démographiques pendant et apres la deuxiéme guerre
mondiale ont favorisé 1I’émergence de la DHF dans 1’Asie de Sud-Est. Par conséquent, une
pandémie a commencé a se propager avec une co-circulation des différentes sérotypes de la
dengue dans les pays d’Asie et du Pacifique occidental en 1970 (Guzman et al., 2017). Aux
alentours des années 1950-1970, une éradication massive de Ae aegypti a été réalisée en
Amérique retardant ainsi ’arrivée de la dengue dans ce continent (Gubler, 1989). Une fois le
traitement suspendu, le moustique-vecteur a de nouveau envahi les territoires américains
entrainant une large épidémie de dengue avec une apparition de formes séveres de la maladie.
Prenons I’exemple de la premiere épidémie de DHF/DSS survenue au Cuba en 1981, faisant
344 000 victimes avec 10 000 cas trés critiques et 158 décés dont 101 sont des enfants. De
1981 a 2015, des laboratoires se trouvant dans 24 pays américains ont rapporté des résultats
positifs de DHF (Gubler, 1998b). En Afrique, seulement quelques cas sporadiques de dengue
ont été signalés malgré la suspicion que le virus de la dengue peut étre d’origine africaine
comme la plupart des arbovirus. Ces 20 dernieres années, I’incidence de la dengue et de la
DHF continue de croitre en positionnant ainsi cette infection parmi les principales arboviroses
émergentes. En 2013, I’Amérique a atteint le pic en nombre de cas enregistrés dans 1’histoire
de la dengue avec un total de 2 millions de personnes infectées. En outre, la dengue a émergé
a Hawai (2015), au Japon (2014), en Floride (2013) jusqu’en France (2010) et au Portugal
(Guzman et al., 2017).
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IV-4.  Epidémiologie de la dengue 4 La Réunion

Situées dans la zone tropicale, 1’écosystéme et le climat des Iles de Sud-Ouest de
I’Océan Indien sont favorables aux moustiques du genre Aedes (Delatte et al., 2008a). Dans
cette région se trouvent Comores, Maurice, Seychelles, La Réunion et Madagascar. La
premiére épidémie de dengue a été signalée aux Comores en 1943 (Mccarthy and Brent,
1943) puis a La Réunion (30% de la population infectée) (Kles et al., 1994) et aux Seychelles
en 1977 (80% de la population infectée) (Metselaar et al., 1980). Puis plusieurs cas
sporadiques de dengue ont été survenus dans les Iles de 1’Océan Indien aux alentours des
années 2000. Le sérotype DENV-1 a provoqué des centaines de cas a La Réunion en 2004
puis a Madagascar (Toamasina) en 2006 (Ratsitorahina et al., 2008). Le sérotype DENV-3 a
émergé aux Comores puis a La Réunion et Mayotte en 2010. La co-circulation des 4 sérotypes
dans les lles Comores a été par la suite demontrée par des enquétes séro-épidémiologiques en
2011 (Hafsia et al., 2022). En 2014, aprés des années d’absence, une épidémie de dengue
(DENV-1) a frappé I’ile de La Réunion. Parmi les 228 cas recensés, 52% ont été cliniguement
confirmés. A cette période, les principaux foyers de dengue se sont trouvés a La Possession,
au Port et a Saint-Paul. Depuis 2018, une nouvelle épidémie a fait son apparition notamment
celle engendrée par le sérotype DENV-2 ; cependant 19 personnes ont été infectées par
DENV-1 a petite Tle (Pascalis et al., 2019). Le nombre de cas annuels recensé ne cesse
d’augmenter (Tableau 4) avec une co-circulation des 3 sérotypes en 2019 - 2020 (Hafsia et al.,
2022).

Tableau 4-Surveillance du nombre de cas de dengue confirmés depuis 1’épidémie de 2018 (Hafsia et al., 2022; SPF, 2022)

Année Nombre de cas Hospitalisations Déces Sérotypes DENV
recenses
2018 6770 14 6 DENV-2
2019 18217 154 14 DENV-1, 2,3
2020 16414 620 22 DENV-1, 2,3
2021 29124 1144 33 DENV-1
2022 1180 58 - DENV-1
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L'épidémie de DENV qui a débuté en 2018 est toujours présente sur I’Ile jusqu’a ce
jour indiquant I’endémicité de la dengue a La Réunion. Compte tenu de I’évolution de
I’incidence de la dengue dans les Iles de Sud-Ouest de 1’Océan Indien, il est impératif de
classer cette pathologie comme une priorité majeure de santé publique dans cette région et de

faire appel a des mesures de contréle et d'intervention rapide et efficace.

IV-5. Physiopathologie

Le nom «virus de la dengue » provient des symptébmes que la maladie a causés.
L’appellation est née dans les Caraibes dans les années 1820 ; elle pourrait provenir du mot
swahili « Ka-dinga-pepo » ou du mot espagnol « denguero ». Ces termes font référence a des
crampes et des crises des patients durant et apres 1’infection (Barnett, 2017). Néanmoins, il se
peut que toutes ces épidémies précoces aient été causées par un autre virus que la dengue
comme le virus du chikungunya qui s’est fait appelé « fievre des os cassés ». Le terme
«denga» ou «dyenga» a été a nouveau mentionné pour décrire les symptomes d’une
maladie envahissant la cote Est de I’Afrique en 1823. « Dengue » s’est propagé de 1’ Afrique
de I’Est aux files Caraibes jusqu’au Cuba pendant 1’épidémie de 1828 avec la traite négricre.

Dengue signifie « affectation » (Guzman et al., 2017).

La période d’incubation du virus de la dengue varie de 3 a 14 jours. La maladie ne présente
pas de symptdémes dans la plupart des cas notamment chez les adultes. Dans le cas contraire,
les infections symptomatiques ne développent qu’une maladie fébrile qui dure 2 & 7 jours.
Cette phase fébrile commence avec une forte fiévre, une migraine, des douleurs dans le dos et
de la myalgie grave. Ensuite les patients peuvent avoir des nausées (méme des
vomissements), des crises d’anorexie, d’asthénie prolongée, de la leucopénie et de la
thrombopénie. Des éruptions cutanées apparaissent généralement (50 a 82% des patients)
accompagnées spontanément des pétéchies (Magill et al., 2013; Guzman et al., 2017). Les
patients symptomatiques (enfants moins de 15 ans) progressent rarement vers des formes plus
graves de dengue : DHF et DSS. D’autres formes graves mais peu communes de la dengue
ont également été diagnostiquées telles que la nécrose hépatique, I’encéphalopathie ou

I’encéphalite et la choriorétinite (Magill et al., 2013).

Fievre hémorragique de la dengue (DHF)
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La DHF est le syndrome clinique de la dengue caractérisé par tous les symptdmes
classiques, la thrombopénie, les manifestations hémorragiques et la fuite soudaine du plasma
de I’intravasculaire dans I’espace extravasculaire. Les manifestations courantes comprennent
les hémorragies cutanées comme les pétéchies, les lésions purpuriques et les ecchymoses
(Gubler, 1998a; Malavige et al., 2004; Kalayanarooj, 2011). La fuite de plasma détermine la
gravité de la maladie en entrainant une hypotension et un choc (syndrome de choc de la
dengue) chez les 30% des patients. Ce phénoméne est responsable de la majorité de la
mortalité due aux infections par le DENV (Gubler, 1998a). Selon I’OMS, la DHF integre trois
critéres cliniques supplémentaires au-dela de ceux de la dengue classique. Une échelle de
classement de 1 & IV selon la gravité et la sévérité de la maladie a été établi (Malavige et al.,
2004). Une hémorragie cliniquement significative peut parfois survenir en I’absence de fuite

vasculaire, en particulier chez les adultes (Gubler, 1998a; Malavige et al., 2004).

Syndrome de choc de la dengue (DSS)

Le DSS se produit apres I’extravasation soudaine du plasma dans les sites
extravasculaires incluant les cavités pleurales et abdominales. Ce syndréme se manifeste par
un pouls trés rapide ou tres faible (< 20 mm de Hg), une peau froide et tachetée ; une cyanose
circumorale avec agitation des malades. Les signes d’un choc grave se présentent avec des
douleurs abdominales aigués, des vomissements persistants et une hypotension soudaine
(Guzman et al., 1999; Malavige et al., 2004). Un choc prolongé est souvent accompagné
d’une acidose métabolique accélérant et améliorant la coagulation intravasculaire disséminée
(Guzman et al., 1999 ; Malavige et al., 2004). Cette coagulation, a son tour, pourrait amener a
une hémorragie massive. Le DSS peut également s’accompagner d’une encéphalopathie due a
des troubles métaboliques ou électrolytiques (Malavige et al., 2004). Les patients peuvent
mourir dans les 8 a 24 heures suivant un choc. Le rétablissement des malades dépend d’une
intervention clinique rapide. Une fois le choc passé, les patients se rétabliront habituellement
dans les 2 a 3 jours (Gubler, 1998a)

Premiére et seconde infection de la dengue

Les réponses cliniques & la dengue dépendent du virus lui-méme, de 1’épidémiologie,
du statut immunitaire et de la génétique de ’humain. L’4ge des patients est également un

facteur important dans la gravité de la premiere infection par le virus dengue (Tableau 5).
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Tableau 5- Premiére infection par les 4 sérotypes de la dengue selon 1’Age des patients (Halstead, 2019)

Jeunes enfants Enfants Adultes
(0 a6 ans) (6 215 ans)
DENV-1 Asymptomatique Forme grave (hospitalisation) Forme classique
DENV-2 Asymptomatique Asymptomatique Asymptomatique
DENV-3 Asymptomatique (non défini) Forme classique
DENV-4 Asymptomatique Asymptomatique Asymptomatique

La premiére infection par le virus de la dengue engendre des titres élevés des anticorps
immunoglobulines M (IgM) et G (IgG) aprés 3-5 et 6-10 jours. La présence d’IgM est
éphémere et disparait en 2 a 3 mois aprés le début de la maladie au contraire de I’'IgG qui
persiste a vie. Par conséquent, I’infection par un sérotype du virus de la dengue engendre une
protection a vie contre ce méme sérotype et une protection a court terme contre les autres
sérotypes (Halstead, 2019). L’infection secondaire par le virus de la dengue provoque
essentiellement la forme classique. Cependant, 2-3 % des cas évoluent en DHF/DSS pouvant
causer la mort du patient (Khetarpal and Khanna, 2016; Halstead, 2019). Ce risque de forme
grave s’explique par le phénoméne «amélioration immunitaire » ou ADE (Antibody
Dependent Enhancement). Les anticorps hétérologues préexistants de dengue reconnaissent la
particule et forment un complexe antigéne-anticorps. Parce que les anticorps sont
hétérologues non hétérotypiques, cela favorise I’acces du virus aux monocytes par le biais des
récepteurs Fc. Ainsi, la charge virale se trouve a un titre élevé améliorant I’infection et la
réplication du virus de la dengue dans la lignée cellulaire mononucléaire. Ces cellules
produisent et sécretent des médiateurs vasoactifs en réponse a I’infection et provoquent une
perméabilité vasculaire accrue menant a I’hypotension et au choc (Gubler, 1998a; Khetarpal
and Khanna, 2016). Par contre, tous les cas graves ne sont pas associés a une infection
secondaire et tous les cas d’infection secondaire ne progressent pas vers le DHF/DSS. En plus
de I’'immunité humorale, les lymphocytes T a mémoire réactive pourraient aussi jouer un role
en fournissant une immunité protectrice ou en provoquant une immunopathologie (Gubler,
1998a; Khetarpal and Khanna, 2016).
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La prise en charge des infections par la dengue est principalement symptomatique a cause de
I’absence de traitement antiviral spécifique contre ce virus. L’identification précoce de la
phase de fuite avec une réanimation rapide permet de réduire et d’éviter les complications. Le

risque de mortalité est faible chez les patients admis t6t a I’hopital avant le début du choc.
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V. Stratégies adoptées pour la lutte contre le zika et la dengue

Actuellement, il n’existe aucun traitement spécifique contre la dengue et le zika. Les
personnels de santé prescrivent aux patients des jours de repos et une bonne hydratation.
Selon la gravité des cas, les patients peuvent se soigner chez eux ou a I’hopital. En cas de
forte fievre et de douleurs musculaires, une posologie d’antipyrétiques et d’analgésiques peut
étre attribuée (Dellamonica, 2009). Par contre, il est conseillé d’éviter de prendre des anti-
inflammatoires non stéroidiens tels que I’ibuproféne et 1’aspirine. Ces derniers ont la capacité
de fluidifier le sang et pourront aggraver la maladie vers la forme hémorragique (Chesneau et
al., 1998). Par conséquent, la prévention primaire moyennant la lutte antivectorielle reste la

stratégie la plus efficace pour limiter le risque d’infection.

V-1.  Moyens préventifs contre les arbovirus

V-1-1. La lutte antivectorielle

La lutte antivectorielle a pour objectif de réduire ou d’arréter le développement des

populations de moustiques. L’OMS promeut une combinaison de méthodes comprenant :

- Les protections individuelles et domestiques: le port de vétement long, la
climatisation, I’emploi des répulsifs naturels (huiles essentielles de citronnelle, de
lavande, de vetiver, etc ...) ou des répulsifs synthétiques (DEET, icaridine, PMD,
etc.., moustiquaires). Mais 1’utilisation de ces substances doit étre modérée a cause de
leur toxicité (Carnevale et al., 2012; Hutt and Lavaud, 2022).

- La gestion environnementale : drainage des milieux humides, traitement des eaux
usées, gestion des déchets solides, etc... Cette approche peut étre difficilement
applicable dans les régions rurales humides d’importance économique. Elle est
¢galement non sélective lorsqu’il s’agit de conserver intacts des milieux humides
naturels a valeur écologique (Bawin et al., 2015).

- Le contrdle chimique: les larvicides, les insecticides comme le DDT, les
organophosphorés et les pyréthrinoides. Malgré leur grande efficacité au début, ils
engendrent en paralléle des pollutions environnementales conséquentes. En outre, les
insectes deviennent résistants et compromettent 1’ efficacité de ces produits a long
terme (Bawin et al., 2015).
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- Le contrdle biologique : utilisation des prédateurs pour éliminer ou réduire les
moustiques comme les poissons prédateurs (Gambusia affinis) (Subramaniam et al.,
2015), les bactéries pathogenes (Bacillus Cohn) (Revathi et al., 2013), les parasites
nématodes (Lieutier, 1985). L’usage de ces organismes prédateurs de moustiques est
limitée par une production massive difficile et colteuse, une activité prédatrice peu
spécifique ainsi qu’un déséquilibre potentiel des écosystémes (Bawin et al., 2015).

- Le controle génétique (altération ou substitution du matériel héréditaire) : introduction
des individus stériles (stérilisation des moustiques males) (Oliva, 2012), contrble
symbiotique en perturbant la capacité des moustiques a transmettre un pathogene
donné (genre Wolbachia) (Serbus et al., 2008). La technique semble étre prometteuse
mais il reste les problémes sur I’impact de ces moustiques transgéniques sur

I’évolution de I’environnement. (Bawin et al., 2015)

V-1-2. Les vaccins

Malgré sa pertinence et son évolution, la lutte antivectorielle présente des difficultés
d’efficacité et de spécificité surtout dans les zones sauvages. Par conséquent, la vaccination
reste nécessaire pour controler les infections causées par les flavivirus. Le développement de
vaccins rencontre plusieurs obstacles comme le risque d’une maladie secondaire grave, la
conception favorisée du vaccin a large spectre, I’obligation d’un cott faible pour la population
cible. Au début des années 1920, les chercheurs ont commencé a mettre au point des vaccins
et ont adopté plusieurs méthodes utilisant le virus inactiveé, le virus vivant atténué, les sous-
unités, ’ADN et les vecteurs viraux (Collins and Metz, 2017). Ainsi, des vaccins sont

disponibles pour quatre flavivirus transmis par les arthropodes : YFV, JEV, TBEV et DENV.

Le vaccin 17D contre le YFV est un vaccin vivant atténué dérivé de la souche sauvage Asibi.
Ce dernier est trés efficace et est utilisé depuis les années 1930. Une seule dose offre une
protection pendant au moins 30 ans sans provoquer d'effets secondaires majeurs. Il est
important de noter que Max Theiler a recu le prix Nobel de médecine a cause de ce vaccin.
(Theiler and Smith, 1937a, 1937b; Collins and Barrett, 2017; Chong et al., 2019). Pour la
prévention contre le JEV, il existe les vaccins vivants atténues issus de culture cellulaire, les
vaccins inactivés issus de culture cellulaire ou de cerveau de souris et les vaccins vivants

chimériques (Batchelor and Petersen, 2015). Pour le TBEV, des vaccins inactivés produits
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avec différentes souches du virus ont été fabriqués en Europe occidentale (Collins and Metz,
2017).

Développer un vaccin contre les infections par le DENV est I’un des défis les plus complexes
de la santé humaine vu I’importance de son incidence épidémiologique ainsi que sa
complexité. En premier lieu, le DENV se présente sous forme de quatre sérotypes distincts
avec plusieurs génotypes dans chaque sérotype. Deuxiémement, les manifestations graves de
la dengue sont le plus souvent observées lors d’une infection secondaire. Le Dengvaxia est le
seul vaccin homologué contre le DENV fabriqué par Sanofi Pasteur. Il s'agit d'un vaccin
chimérique vivant atténué et constitué de souches de 17D avec les genes d’enveloppe (pr-M et
E) de DENV-1 a DENV-4 (Thomas and Yoon, 2019; Sanofi, 2017). En plus précis, les quatre
virus chimériques, correspondant aux quatre sérotypes de la dengue, ont été combinés pour
obtenir le vaccin tétravalent (Guy et al., 2011). Selon ’OMS, Dengvaxia est efficace et sir
chez les personnes agées de 9 ans et plus, ayant été infectées par le virus auparavant et vivant
dans une zone endémique de la dengue (World Health Organization, 2018). L’utilisation du
Dengvaxia est approuvée au Mexique, aux Philippines, au Brésil en décembre 2015, au
Salvador, au Costa Rica, au Paraguay, au Guatemala, au Pérou, en Indonésie, en Thailande, a
Singapour en 2016 (Sanofi, 2017) et aux Etats-Unis en 2019 (FDA, 2020; CDC, 2022).

D’autres vaccins contre I’infection par les 4 sérotypes de la dengue sont en essai clinique et

rapportés dans le Tableau 6.

Tableau 6- Les vaccins candidats contre la dengue en phase clinique (Guzman et al., 2017)

Stratégie Vaccin Description Institut Phase de
développement

Vaccin CYD-TDV pr-M/E, DENV-1 a DENV-4, insérés SANOFI Phase I11
chimérique dans 17D YFV PASTEUR
vivant atténué

TAK-003 pr-M/E, DENV-1 a DENV-3; insérés Inviragen Phase Il

dans DENV-2 atténué (DENVax) et
Takeda
TV-003/ 005 prM et E, DENV-1 a DENV-3, insérés  NIAID Phase Il

dans la colonne vertébrale DENV-4
(atténué par la suppression de 30
nucléotides dans le 3’UTR)

Vaccins a sous- V180 Sous-unité de protéine E/NS1 exprimée MERCK Phase |

unités en drosophile

recombinantes

Vaccin inactivé TDENV PIV Virus inactivé purifié entier GSK/WRAIR/Bio  Phase |
manguinhos

Vaccin ADN D1IME Genes des protéines pr-M et E US Naval Medical Phase |

Research Center
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Dans le cas de ZIKV, aucun vaccin n’a été mis en circulation. Par contre, les

complications neurologiques congenitales de la maladie chez la femme enceinte ont poussé a

la recherche et au développement de vaccins. Plusieurs candidats sont en phases non cliniques

avec différentes plateformes de vaccin (Lin et al., 2018; Poland et al., 2019). Certains

candidats se trouvent en phase clinique et sont illustrés dans le Tableau 7.

Tableau 7- Les vaccins candidats contre ZIKV en phase clinique (Lin et al., 2018; Poland et al., 2019)

Phase de
Stratégie Vaccin Description Institut développeme
nt
Vaccin chimérique rZIKV/D4A30 pr-M/E, ZIKV ; insérés
vivant atténué -713 dans DENV-4 NIAID Phase |
Vaccins a sous- . .
unités Ni Vecteur viral recombinant Thémis Bioscience Phase |
. de la rougeole (pr-M/E)
recombinantes
. . . S WRAIR/BIDMC/Harvard/
Vaccin inactivé Ni Virus inactivé purifié entier NIAID/Sanofi Phase |
Ni pr-M/E GeneOne/InOvio Phase |
Vaccin ADN
Ni pr-M et E VRC/NIAID Phase 1/ 11
Peptide Ni Protéines salivaires de NIH Phase |
P moustique
ARNmM Ni pr-M/E Thérapeutique moderne Phase I1

ni : non indiqué

V-2. Moyens curatifs contre les arbovirus : les antiviraux

Les antiviraux sont des molécules qui ont la capacité d’inhiber la multiplication des

virus permettant ainsi & 1’organisme de les eliminer facilement. On peut classer les antiviraux

selon leur mode d’action, leur cible, leur nature et leur origine (Lim, 2019). Dans ce chapitre,

les antiviraux seront classés suivant leur cible. Ainsi, il existe deux types d’antiviraux (Lim,
yp

2019) :

e Les antiviraux DAA (Direct-Acting Antiviral) ciblant la particule infectieuse et son

cycle viral

e Les antiviraux HDA (Host-Directed Antiviral) ciblant la machinerie de la cellule hote
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V-2-1. Les antiviraux ciblant la particule infectieuse et son cycle viral (DAA)

Généralement, les DAA interagissent spécifiguement avec une protéine virale qui leur
donne I’avantage d’étre moins toxique mais 1’inconvénient est le risque relatif a la résistance
du pathogene. Les DAA peuvent agir directement avec la particule virale, en tant que virucide
ou virostatique, en neutralisant ainsi son infectivité. Les DAA peuvent inhiber I’entrée du
virus dans la cellule hdte en se mettant en interaction avec les protéines structurales
essentiellement la protéine E (Tableau 8) (Lim, 2019). Certaines molécules interagissent avec
les protéines non structurales responsables de la réplication du virus. Les protéines non
structurales les plus importantes sont NS3 et NS5. Pour NS3, la plupart des études se sont
concentrées sur l'inhibition de la fonction de sérine protéase NS3/NS2B (Tableau 8). Les
études visant la protéine NS5 se concentrent sur sa fonction en tant que protéine RARP

polymérase (Tableau 8).

D’autres études ont mis en évidence un inhibiteur du DENV, SDM25N, qui inhibe la
réplication virale en agissant directement ou indirectement avec la protéine virale NS4B (van
Cleef et al., 2013). Une étude récente a également décrit pour la premiere fois un inhibiteur de
I’interaction NS3-NS4B : JNJ-A07. Avec des mode¢les d’infection chez les souris, JNJ-AQ7
(avec une concentration d’ordre de pM — nM) a montré un profil pharmacocinétique favorable
qui se traduit par une efficacité exceptionnelle contre l'infection. Un analogue est
actuellement en cours de développement clinique (Kaptein et al., 2021). Par ailleurs, Good et
ses collaborateurs ont montré que le traitement avec AT-752 a significativement réduit la
virémie et a augmenté le taux de survie chez les souris infectes par le DENV. AT-752 est un
double promédicament, un analogue de nucléotide de la guanosine qui est disponible par voie
orale (Good et al., 2021).

Pour le ZIKV, des expériences in vivo ont démontré ’activité d’un peptide synthétique Z2
(inhibiteur de I’entrée virale) chez des souris et ses feetus (Yu et al., 2017b). Une autre étude a
également montré le potentiel antiviral du 7-déaza-2’-C-méthyladénosine (7DMA) pour
prévenir la transmission sexuelle. L’expérience a été effectuée avec des souris males AG129
infectées par un isolat de ZIKV du Suriname (Jacobs et al., 2019). D’autres exemples de
composés anti-ZIKV et anti-DENV sont mentionnés dans le tableau 8 et leur structure est

illustré dans 1’ Annexe 2.
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Tableau 8- Liste non exhaustive des antiviraux DAA contre ZIKV et DENV/(Troost and Smit, 2020)

Cible antivirale Virus Molécule Systeme de Référence
validation
Action virucide DENV, ZIKV EGCG, curcumine In vitro (Carnevale et al., 2012;

Padilla-S et al., 2014;
Sharma et al., 2017;
Jennings and Parks, 2020)

Protéine E DENV 1662G07 et analogues Optimisation (Schmidt et al., 2012)
informatique
DENV Sulfate de Curdlan In vitro (Ichiyama et al., 2013)
DENV-2 10AN1 ; DN570pt; Optimisation (Costin et al., 2010)
DN59 informatique
DENV-2 Rolitétracycline, Approches (Yang et al., 2007)
Doxycycline combinatoires
DENV-1a4 Pradmicine-S In vitro (Alenetal., 2011)
Protéine C DENV-2 VGTI-A3/VGTI-A3-03  Invitro (Smith et al., 2018)
DENV Pep14-23 In vitro (Faustino et al., 2015)
RARP NS5 DENV-2 Balapiravir In vitro/ in vivo (Chen et al., 2014)
DENV 2'-C-méthylcytidine In vitro/ in vivo (Lee et al., 2015)
DENV Purine In silico /in vitro (Venkatesham et al., 2017)
DENV, ZIKV Dérivé 9d de la 2,6- In vitro (Vincetti et al., 2019)
diaminopurine
DENV, ZIKV Sofosbuvir In silico/in vitro/ in  (Bullard-Feibelman et al.,
vivo 2017; Gan et al., 2018)
NS2B-NS3 ZIKV Novobiocine, lopinavire, In silico/in vitro (Yuan etal., 2017)
ritonavire
ZIKV Bromocriptine In silico/in vitro (Chan et al., 2017)
DENV-2 Nelfinavire In vitro (Bhakat et al., 2015)
DENV, ZIKV Carnosine In vitro (Rothan et al., 2019)
DENV, ZIKV Hybrides thiazolidinone-  In vitro (da Silva-Janior and de
peptide Avraujo-Janior, 2019)
DENV Rétrocycline 1 In vitro (Rothan et al., 2012)
DENV-2 Policresulene In vitro (Wu et al., 2015)
DENV, ZIKV Ivermectine In vitro (Tay et al., 2013; Ketkar et
al., 2019)
NS3 DENV Suramine In vitro (Basavannacharya and
Vasudevan, 2014)
NS4 B DENV Dasatinib In silico/ inv vitro (de Wispelaere et al., 2013)
DENV-2 SDM25N In vitro (van Cleef et al., 2013)
NS3-NS4B DENV JNJAO7 In vitro/in vivo (Kaptein et al., 2021)

V-2-2. Les antiviraux ciblant la cellule hote (HDA)

Les virus utilisent les voies et enzymes cellulaires pour leur réplication virale facilitant
la propagation des virions infectieux. Ainsi, l'identification de composés inhibiteurs de ces
processus cellulaires (HDA) peut étre une stratégie antivirale efficace et prometteuse. En plus,
les arbovirus sont des virus a ARN, ainsi ils présentent des taux de mutation beaucoup plus
élevés que ceux enregistrés pour les virus @ ADN. En effet, les polymérases (RdRp) des virus
a ARN, possédent un taux d'erreur trés élevé par rapport aux ADN polymerases qui semblent

trés fidéles durant le cycle cellulaire classique (Marmier et al., 2010). La résistance aux
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inhibiteurs viraux peut s’avérer un probléme particuliérement grave pour ces infections. Dans
ce cadre, les HDA présentent un risque moindre de développement de résistance augmentant
ainsi leur efficacité. Néanmoins, les HDA sont généralement plus toxiques que les DAA a
cause de leur interférence avec 1’homéostasie cellulaire. Pour minimiser la toxicité,
I'inhibition doit étre extrémement précise. En ciblant les voies cellulaires communes qui sont
nécessaires au cycle de vie des différents virus, les HDA pourraient potentiellement étre
développés pour traiter plusieurs maladies virales (Pastorino et al., 2010). Divers antiviraux
HDA inhibent les différentes étapes du cycle de réplication virale (Tableau 9). L'a-
glucosidase est la cible cellulaire la plus étudiée. Il a le r6le de faciliter le repliement et la
maturation des protéines. Il y a également I’inosine monophosphate déshydrogénase cellulaire
qui a une fonction essentielle dans la biosynthése des nucléotides (Tableau 9) (Troost and
Smit, 2020). Comme les DAA, peu de HDA ont été testées dans des essais cliniques contre
ZIKV et DENV. Nous pouvons prendre comme exemple le cas d’UV-4B. 1l s’agit d’un
inhibiteur de 1'a-glucosidase avec un bon profil de sécurité jusqu'a une concentration de 1000
mg. Cependant, une étude de suivi portant sur la pharmacocinétique des UV-4B chez des

volontaires sains a été arrétée (Low et al., 2018).

D’autres études ont confirmé I’inhibition de I’absorption du ZIKV du 25-hydroxycholéstérol.
Cela engendre une protection contre les symptomes du ZIKV et la microcéphalie (Li et al.,

2017). Ces molécules doivent passer aux essais clinigques.

Les structures chimiques des antiviraux HDA cités dans le tableau 9 sont illustrés dans

I’ Annexe 3.

Tableau 9- Liste non exhaustive des antiviraux HDA contre ZIKV et DENV (Pastorino et al., 2010; Troost and Smit, 2020)

Molécule Cible cellulaire Mécanisme
R428/MYD1 Récepteur AXL o .
Duramycine Récepteur TIM 1 Inhibition de I"entrée

Antagoniste des récepteurs Inhibition médiée par la clathrine

Prochlorperazine dopaminergiques D2

Etapes d'entrée dépendantes d'un pH

Chloroquine bas et maturation virale dépendante de Inhlbltlc_)n de la fusion et de la
- maturation
la furine
Cerulenin, Orlistat Synthase d’acide gras
Meéthyl-B-cyclodextrine Biosynthese du cholestérol
Fluvastatine, atorvastatine, HMG-CoA réductase
pravastatine, simvastatine,
Hyméglusine, lovastatine
Acide zaragozique Squalene synthétase S e .
- - A Inhibition de la réplication virale

Lactacystine, Voie du protéasome

. Inosine monophosphate
N-allyl-acridone déshydrogénase
Sunitinib Kinases AAK1 et GAK
2-désoxy- D -glucose (2DG) Hexokinase
Imatinib BCR-ADbI kinase
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Schisandrine A

Réponses a l'interféron antiviral
médiées par STAT1/2

Hydroxychloroquine

Induction des voies IFN-B, AP-1 et
NFKkB et production d'espéces réactives
de I'oxygene

Asunaprevir

Voies mitochondriales des protéines de
signalisation antivirales

Minocycline

ERK 1/2 et IFN-a

Oxamate

Lactate déshydrogénase

Leptomycine B

Protéine CRM1

Lactimidomycine

Elongation de la traduction

Bortezomib Voie du protéasome Inhibition de la sortie
B-lactone Voie ubiquitine-protéasome Inhibition de la sortie

- Furine Production de particules DENV
Lutéoline

matures

Acide nordihydroguaiarétique

Formation de gouttelettes lipidiques
dans les cellules/biosynthése des acides
gras

Inhibition de I'assemblage et de la
réplication

Bréquinar

Dihydroorotate déhydrogénase

Assemblage/libération virale

Ribavirine, Acide

Inosine monophosphate

Appauvrissement en guanosine

mycophénolique déshydrogénase

Ciclosporine Interaction de la cyclophiline A et NS5  Repliement/réplication des protéines
Dasatinib Fyn kinase Inhibition des kinases SRC FYN
Castanospermine a-glucosidase Interférence de pliage prM et E
Celgosivir Accumulation de E et NS1 dans ER

Deoxynojirimycine

UV-4, UV-4B, Kotalanol

Inhibition du bourgeonnement du RE

Interférence avec le repliement de la
glycoprotéine virale

Dexaméthasone

Activité anti-inflammatoire et
immunosuppressive

Prévention de la thrombocytopénie

Salidroside

Rig-1

Inhibition de la synthese des protéines
virales

Lanatoside C

Pompe Na * -K * -ATPase

Inhibition de la synthése d'/ARN

Généticine

80S ribosome

Inhibition de la traduction des protéines

Kétotifene , Cromolyne,

Modulateur de mastocytes

Réduction des fuites vasculaires

Montelukast

A ce jour, il n’existe aucun traitement antiviral approuvé pour guérir et soigner le zika
et la dengue. La prise en charge des patients est principalement axée sur le traitement des
symptomes. Alors que d’une part, les tentatives récentes de contréle des vecteurs des
arboviroses se sont avérées difficiles et possedent beaucoup de limites jusqu’a un impact
néfaste probable a 1’écosystéme. D’autre part, la fabrication des vaccins anti-flavivirus reste
en minorité, en raison de la complexité de ces virus avec leur différents sérotypes et
génotypes, la co-circulation et co-infection de plusieurs virus sur un méme territoire dans une
méme période, la vulnérabilité des patients (souvent des enfants). En outre, les vaccins idéaux
devraient avoir un faible colt et étre stables a température ambiante pour faciliter la
distribution dans les zones tropicales et sub-tropicales. Ainsi, une combinaison équilibrée de
la lutte antivectorielle avec I’utilisation d’antiviraux et de vaccins fournira la meilleure

solution pour limiter les épidémies de flavivirus.
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Plusieurs pistes de recherche peuvent mener vers la mise au point d’antiviraux
efficaces contre les flavivirus. D’une part, il y a le repositionnemet des médicaments déja
utilisés contre d’autres maladies infectieuses. D’autre part, on retrouve les recherches d’agents
antiviraux aupres des produits naturels. (Abd Kadir et al., 2013; Batista et al., 2019; Maryam
et al., 2020; Chavda et al., 2022). Dans ce cas, la procédure commune est de partir de I’extrait
de plantes médicinales pour arriver a I’isolement des molécules bioactives. D’autres études
sont également lancées a partir d’un dépistage massif des produits naturels issus des

différentes bibliotheques chimiques contre les flavivirus cibles (Goh et al., 2020).
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C. La biodiversité végétale : source de molécules bioactives contre le

zika et la dengue

Depuis I’ Antiquité, la population humaine a recherché dans la nature, les nourritures,
les outils de construction et surtout les remedes pour traiter diverses maladies infectieuses
(Petrovska, 2012). Les plantes médicinales possedent des propriétés médicamenteuses
pouvant étre exploitées pour améliorer les santés humaine et animale. Elles peuvent
également avoir des usages alimentaires et/ou cosmétiques (Ranarijaona et al., 2012; Ndjele et
al., 2022). On les nomme « usines vivantes » parce qu'elles sont impliquées dans la synthése
d'une vaste gamme de substances médicinales importantes telles que les métabolites primaires
(régulateurs de croissance) et secondaires (systéeme de défense des plantes) (Massiot, 1994).
Les plantes médicinales regroupent une part importante de la biodiversité naturelle. Ces
derniéres années, leur role et leur importance ont été de plus en plus reconnus et mis en
valeur, entrainant une nouvelle approche thérapeutique dans le domaine médical. On utilise
soit la plante entiére, soit certaines parties de la plante comme les différents organes (fruits,

graines, feuilles, fleurs), les racines, les tiges et les écorces, etc...
I. Les plantes comme une source des molécules a activité antivirale

Les plantes médicinales sont des sources potentielles d’agents antiviraux. Plusieurs
études ont rapporté qu’une grande variété de substances naturelles telles que les alcaloides, les
flavonoides, les terpénoides, les polyphénols, les coumarines et les lignanes inhibent I’entrée
ou la réplication virale (Chattopadhyay and Naik, 2007; Chattopadhyay et al., 2015). En 1952,
la premiere recherche sur les plantes antivirales a consisté a cribler 288 especes dont 12 se
sont révélées efficaces contre la grippe (Chattopadhyay and Naik, 2007; Chattopadhyay et al.,
2015). Par la suite, de nombreux essais in vitro et in vivo sur plusieurs virus responsables des
épidémies comme le virus respiratoire syncytial (VRS), le para-influenza (Chattopadhyay et
al., 2015), le HSV (Chattopadhyay and Khan, 2008), les HIV-1/HIV-2, le YFV, le CHIKV, le
ZIKV et les sérotypes DENV (Abd Kadir et al., 2013) ont été réaliseés avec des extraits de

plantes dans le but d’isoler et d’identifier des molécules antivirales potentielles.
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Il. Les produits naturels d’origine végétale anti-zika et anti-dengue

La recherche de nouveaux agents antiviraux a base de plantes a pris une place
importante dans les stratégies de contrdle des infections par le zika et la dengue (Abd Kadir et
al., 2013). En effet, les substances naturelles sont généralement considérées comme moins
toxiques et nocives que les drogues synthétiques (Naithani et al., 2008). Elles apparaissent
également comme une alternative plus économique, plus écologique et plus accessible par
rapport aux molécules antivirales synthétiques dont les processus de fabrication sont souvent
longs et lourds. (Goh et al., 2020). La plupart de ces plantes ont été largement utilisées par la
médicine traditionnelle pour traiter les infections virales (Naithani et al., 2008). Certains
d’entre elles ont montré une activité in vitro et in vivo contre la dengue (Tableau 10 et 11).
Malheureusement, leurs mécanismes d’action ne sont pas encore validés ou moins développés

constituant une limite a leur utilisation et & leur valorisation (Haddad et al., 2021).

Tableau 10- Liste non exhaustive des extraits de plantes médicinales (ou leur composés actifs) inhibiteurs de ’infection in
vitro de ZIKV et DENV

Plante Type d’extrait / Virus (Modele ICy Référence
Molécule active cellulaire)
Acacia catechu Peptides isolés DENV-2 ICso=0,18 ug. mL™ (Panya et al.,
(Vero) 2019)
Acorus calamus L. Extrait EtOH (racine) DENV-2 ICs50 = 3,9 uM (Yao et al,
Tatanan A (BHK-21) 2018)
Alternanthera Extrait éther DENV-2 ICso = 47, 43 pg. mL™* (Jiang et al.,
philoxeroides Extrait éthyléther (C636) ICs = 86,67 pg. mL* 2005)
Extrait ACOEt ICso = 97,63 pg. mL*
Extrait de coumarines ICso = 106,06 pg. mL™
(partie entiere)
Anacolosa pervilleana  Extrait ACOEt (feuilles) DENV NS5 IC50 ~ 3 uM (Bourjot et
Acides polyacétyléniques  polymérase al., 2012a)
Andrograhis Andrographolide DENV-2 (Panraksa et
paniculata (HepG2— IC50 =21,3 uM al., 2017)
HelLa —) I1C50 = 22,7 UM
Aphloia theiformis Extrait aqueux (partie ZIKV ICs = 27,6 ug. mL™* (Clain et al.,
aérienne) DENV-1a4 ni 2018)
(Vero, HUH7)
Arrabidaea pulchra Extrait EtOH (feuilles) DENV-2 ICso = 46,8 ug. mL™ (Branddo et
(\Vero) al., 2013)
Artemisia Huile essentielle DENV-2 VCso = 60 ppm (Garcia et al.,
douglasiana (Vero) 2003)
Ayapana triplinervis Huille essentielle (Partie ZIKV ICso = 38 et 45 ug. mL™: (Haddad et
aérienne) DENV-1a4 ni al., 2019)
THQ (A549, Vero)
Azadirachta indica Extrait aqueux (feuilles) DENV-2 ni (Parida et al.,
(C636) 2002)
Basilicum Acide stachyonique DENV ICso=1,4 uM (Tan et al,
polystachyon (Vero) 2019)
Berberis vulgaris Berbérine ZIKV 1Cs = 39,06 pM (Batista et al.,
Emodine (Vero) ICsq = 3,2 uM 2019)
Boesenbergia rotunda  Extrait MeOH (rhizome) DENV-2 ni (Kiat et al,
NS2B/NS3 prot 2006)
Bryothamnion Extrait dichlorométhane ZIKV MR766 1Cso=1,38 pg. mL™? (Cirne-Santos
triguetrum (algues) (Vero) et al., 2021)
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Camellia sinensis EGCG ZIKV ni (Haddad et
DENV-2 (Vero) al., 2021)
Castanospermum Castanospermine DENV-2 (Whitby et al.,
australe (HuH7 — 1C5o = 85,7 uM 2005)
BHK-21 — IC5o=1puM
Chondrus crispus lota Carragenane DENV-2 (Talarico et
Vero ICso = 7 pg.mL* al., 2011)
Cissampelos pareira Extrait EtOH (partie DENV-1 ICso = 11,11 pg. mL* (Sood et al.,
aérienne) DENV-2 ICso = 1,97 pg. mL* 2015)
DENV-3 ICso = 3,17 ug. mL:
DENV-4 ICso = 1,23 ug. mL*:
(LLC-MK2)
Cladogynos orientalis  Extrait EtOH 70% (partie DENV-2 ICso ~ 100 pg. mL* (Klawikkan et
entiere) (Vero) al., 2011)
Cladosiphon Fucoidane DENV-1 ICso > 1000 pg. mL™* (Hidari et al.,
okamuranus DENV-2 ICso = 4,7 pg. mL* 2008)
DENV-3 ICso = 500 pg. mL!
DENV-4 ICso = 365 pg. mL!
(BHK-21)
Coptis chinensis Palmatine DENV-2 ICsp = 26,4 uM (Jia et al,
(Vero) I1Cs0 = 1030 pM 2010)
Cryptocarya Chartaceone C DENV NS5 RdRp  IC50=4,2 uM (Allard et al.,
chartacea Chartaceone D I1Cs0=1,8 uM 2011)
Chartaceone E IC5=2,9 uM
Chartaceone F ICs0=2,4 uM
Ecorce de tronc
Cryptonemia Extrait polysaccharidique ~ DENV-1 ICso > 50 pg. mL™ (Talarico et
crenulata DENV-2 ICso =1 pg. mL™? al., 2005)
DENV-3 ICs = 14,2 ug. mL*
DENV-4 ICso = 29,3 ug. mL*
(Vero)
Curcuma longa Extrait EtOH 95% DENV-2 ICs = 17,91 pg. mL? (Ichsyani et
Huh7 al., 2017)
Curcuma longa Curcumine ZIKV (Mounce et
(HeLa 1Cs50 = 1,90 uM al., 2017)
Vero ni
BHK-21) ni
Cymbopogon citratus  Extrait MeOH(racine) DENV-2 ICso = 29,37 pg. mL*! (Rosmalena et
(HuH7) al., 2019)
Delphinium consolida  Delphinidine ZIKV ni (Haddad et
DENV-2 (Vero) al., 2021)
Distictella elongata Extrait EtOH (feuilles) DENV-2 ICso=9,8 pug. mL* (Simdes et al.,
Pectolinarine (LLC-MK?2) ICso = 86,4 ug. mL™ 2011)
Pectolinarine + acacétin- ICso = 11,1 ug. mL*
7-O-rutinoside
D.purpurea Digitonin ZIKV ICsp = 3,77 uM (Gao et al.,
(Vero) 2019)
Doratoxylon apetalum  Extrait EtOH (partie ZIKV (A549) ICso=17,5 ug. mL* (Haddad et
aérienne) DENV-1 ICso = 96,35 pg. mL™? al., 2019a)
DENV-2 ICso = 16,75 pg. mL™?
DENV-3 ICs = 25,9 pg. mL*
DENV-4 ICso = 23,3 pug. mL*
(Huh7.5)
Eupatorium patens Huile essentielle DENV-2 VCs = 150 ppm (Garcia et al.,
(Vero) 2003)
Flacourtia ramontchi  Ecorce de la tige DENV NS5 ICs0 = 0,85 uM (Bourjot et
3-B-caffeate d’acide polymérase al., 2012b)
bétulinique
Flagellaria indica Extrait EtOH (plante DENV-2 ni (Klawikkan et
entiére) (Vero) al., 2011)
Ficus septica Extrait MeOH (feuilles) DENV-2 ICso = 18,37pg. mL™ (Huang et al.,
A549 2017)
Gastrodia elata WSS45 : dérivé sulfate de  DENV-2 ICs = 0,68 ug. mL™ (Tong et al.,
D-glucane (BHK) 2010)
Garcinia mangostana  a-mangostine DENV-2 ni (Tarasuk et
(Vero, HuH7, al., 2017)
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HepG2)

Gossypium sp Gossypol ZIKV IC50 = 3,78 UM (Haddad et
Dérivés de gossypol (Vero, LLC- I1Cs0 = 2,29 2 35,02 uM al., 2021; Gao
MK2) etal., 2022)
Gymnogongrus Extrait polysaccharidique ~ DENV-1 ICso > 50 pg. mL™? (Talarico et
griffithsiae DENV-2 ICso=0,9 pg. mL* al., 2005)
DENV-3 ICso = 13,9 pg. mL*
DENV-4 ICso > 50 pg. mL™*
(Vero)
Gymnogongrus Hybrides de DL-galactane DENV-2 IC5=0,19-1,7 pg. mL™? (Pujol et al.,
torulosus (Vero) 2002)
Houttunya cordata Extrait EtOH (partie DENV-2 ni (Klawikkan et
entiere) (Vero) al., 2011)
Hypericum Isoquercitrine ZIKV IC5,=15,5;14;9,5uM (Gaudry et al.,
perforatum (A549, HuH?7, 2018)
SH-SY5Y)
Kaempferia parviflora  Bornéol, flavonoides DENV-2 ni (Lim et al,
2021a)
Lantana grisebachii Huile essentielle DENV-2 VCso =21,1ppm (Garcia et al.,
(Vero) 2010)
Leucaena Dérivés sulfates de DENV-1 ni (Ono et al,
leucocephala galactomannanes C636 2003)
Lippia alba Huile essentielle DENV-2 ICso=0,4 pg.mL* (Ocazionez et
(\Vero) al., 2010)
Mimosa scabrella Dérivés  sulfates de DENV-1 ni (Ono et al,
galactomannanes (C636) 2003)
Momordica charantia  Extrait MeOH DENV-1 ICs = 0,20 mg. mL™ (Tang et al.,
(partie non spécifiée) (Vero) 2012)
Myristica fatua Extrait méthanol (partie DENV-2 ICso = 25,3 pug. mL? (Rosmalena et
non specifiée) HuH7 al., 2019)
Nephelium lappaceum  Géraniine DENV-2 1C50 = 1,76 M (Abdul
(Vero) Ahmad et al.,
2017)
Ocimum sanctum Extrait MeOH (partie DENV-1 ni (Ling et al.,
aérienne) (HepG2) 2014)
Phyllanthus amarus, Extrait aqueux (mélange DENV-2 nit (Lee et al.,
P.niruri, P. urinaria, des 4 especes) (Vero) 2013)
P.watsonii Extrait MeOH (mélange
des 4 especes)
Piper retrofractum Extrait EtOH (partie DENV-2 ni (Klawikkan et
entiere) (Vero) al., 2011
Extrait DCM  (partie
aérienne)
Psidium guajava Extrait EtOH (tige) DENV-2 ICso=7,8 ug. mL™* (Trujillo-
(Vero) Correa et al.,
2019)
Psiloxylon Extrait aqueux ZIKV ni (Clain et al.,
mauritianum (partie aérienne / La DENV-1a4 2019)
Réunion) (Vero, Huh7)
Quercus lusitanica Extrait MeOH (graines) DENV-2 ni (Muliawan et
(C636) al., 2006)
Rhizophora apiculata  Extrait EtOH  (partie DENV-2 ni (Klawikkan et
entiere) (Vero) al., 2011
Schisandra chinensis  Schisandrine A DENV-2 ICs0 = 28,1 uM (Yu et al,
(Huh7) 2017a)
Scutellaria Racine DENV-2 ICso = 6,46 ug. mL™ (Zandi et al.,
baicalensis Baicaléine (Vero) 2013)
Senna augustifolia Extrait EtOH (feuilles) DENV-2 NS2B- 1Cs=30,1 ug. mL™ (Rothan et al.,
NS3 Pro 2014)
Tarenna asiatica Extrait acétone (feuilles) DENV ni (Pratheeba et
(C636) al., 2019)
Tephrosia madrensis Glabranine DENV-2 IC5=7,8 uM (Sénchez et
7-O-méthylglabranine (LLCMK?2) IC50 <12 uM al., 2000)
Tridax procumbens Extrait EtOH (feuilles) DENV-2 NS2B- ICg = 25,6 ug. mL™ (Rothan et al.,
NS3 Pro 2014)
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Trigonostemum Trigocherine A DENV-2 NS5 1C5=12,7 uM (Allard et al.,

cherrieri Trigocheriolide A polymérase IC5=3,1 uM 2012)
Trigocheriolide B IC50 =16 UM

Turnera diffusa Pinocembrine ZIKV ICsq = 17,44 uM (Lee et al,
(JEG-3) 2019a;

Haddad et al.,
2021)

Vernonia cinerea Extrait MeOH (feuilles) DENV-2 NS2B- [Cgy=23,7 pug. mL* (Rothan et al.,
NS3 prot 2014)

Zostera marina Ac zostérique DENV-2 IC5=2,3mM (Rees et al,
CF 238 ICs0 = 2,5mM 2008)

ni : non indiqué

Les évaluations de I’activité anti-ZIKV et anti-DENV in vivo avec les plantes
médicinales ou leurs composes actifs restent modérees (Tableau 11). Alors que toute étude
approfondie sur le potentiel de ces plantes avec leurs molécules bioactives, mérite de faire
I’objet d’essais supplémentaires avec des modeles pré-cliniques en termes d’évaluation de
toxicité, de biodisponibilité et d’efficacité. On peut citer quelques exemples. Des études in
vivo avec l'extrait de feuilles de Azadirachta indica ont montré son potentiel a bloquer la
réplication virale de la dengue (Tableau 11) par l'absence de symptdmes cliniques et
d’amplicons spécifiques liés a la dengue chez les souris allaitantes (Parida et al., 2002). Une
étude a également montré que le traitement journalier a la castanospermine a empéche la
mortalité chez les souris aprés I’infection par le DENV (Whitby et al., 2005). Ichsyani et ses
collaborateurs ont montré la capacité de D’extrait de Curcuma longa a réduire
considérablement la charge virale des souris infectées par le DENV (Ichsyani et al., 2017).
Ces études montrent le potentiel antiviral des plantes médicinales contre le DENV avec une

faible cytotoxicité et une inhibition efficace.

Tableau 11- Evaluation de I’activité antivirale in vivo de certaines plantes médicinales contre ZIKV et DENV

Plante MV/ molécules Virus Résultats Référence
Azadirachta indica Extrait aqueux DENV-2 Inhibition de l’infection avec (Parida et al.,
(feuilles) Souris allaitantes  120-30 mg.mL™ 2002)
(inoculation
intracérébrale)
Castanospermum Castanospermine DENV-2 Réduction marquée de la (Whitby et al.,
australe Souris A/J morbidité et de la mortalité 2005)
(Voie des souris infectées pendant
intracranienne) un traitement de 10 jours,
Dose : 250 mg.kg™
Curcuma longa Extrait EtOH DENV-2 Réduction de la période de (Ichsyani et al.,
Souris  males et virémie & 6 et 24 heures post-  2017)
femelles infection.
(Voie Dose : 500 et 1000 mg.kg™

intrapéritonéale)
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Les mécanismes d’action de ces substances antivirales doivent étre identifiés de
maniére a faciliter leur explotation dans la recherche et le développement des médicaments.

En se concentrant sur chaque étape du cycle infectieux, les antiviraux peuvent interagir :

1) Auvec la particule infectieuse ;

2) Durant D’entrée de la particule virale dans la cellule hote (attachement,
internalisation et fusion) ;

3) Durant les phases tardives du cycle viral (synthése de 1I’ARN, réplication,

assemblage, maturation et relargage) ;

[I-1.  Action directe des substances naturelles au niveau de la particule virale

Les antiviraux peuvent agir directement sur la particule virale en étant virostatiques ou
virucides. Un virostatique perturbe la structure de la particule virale engendrant une inhibition
de sa croissance et de sa multiplication. Un virucide induit, en plus de ces changements
morphologiques, des dommages a I’ARN ou a ’ADN du virus. Il a été démontre que les
plantes riches en composés phénoliques sont susceptibles d’inhiber 1’infectiosité de ZIKV et
DENV (Haddad et al., 2021) : A. theiformis, P. mauritianum, K. parviflora, S. baicalensis, R.
apiculata, etc...(Klawikkan et al., 2011; Clain et al., 2018, 2019; Zhao et al., 2019; Haddad et
al., 2020; Lim et al., 2021a). Les polyphénols comme 1’épigallocatéchine gallate dans le thé
vert (C. sinensis), la delphinidine (D. consolida) et la curcumine (C. longa) ont été décrit
comme virucides contre ZIKV et DENV (Carneiro et al., 2016; Balasubramanian et al., 2019;
Ponciano et al., 2021) .

Par ailleurs, les extraits de C. pareira et F. septica posseédent une activité anti-dengue au
niveau de la particule virale (Sood et al., 2015 ; Huang et al., 2017). Il est connu que leur
composition chimique est riche en alcaloides (Ragasa et al., 2016; Kumari et al., 2021). En
outre, un alcaloide indolizidine (castanospermine) isolé de C. australe, impacte directement la
particule virale (Whitby et al., 2005). D’une maniére équivalente, la berbérine, un alcaloide
présent principalement dans deux genres de plantes, Coptis sp. et Berberis sp., agit au niveau
de I’infectivité du ZIKV (Haddad et al., 2021; Ratanakomol et al., 2021).

Des études in vitro ont également montré I’inactivation virale par des plantes médicinales
riches en amides et en polysaccharides comme P. retrofractum, H. cordata (Lim et al.,

2021a). Les huiles essentielles de L. alba, L. citriodora, E. patens et A. douglasiana possedent
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¢galement un mode d’action antiviral au niveau de la particule infectieuse de ZIKV et DENV
(Ocazionez et al., 2010).

[I-2.  Action des substances naturelles au niveau de 1’entrée virale

Les antiviraux inhibiteurs des phases précoces du cycle du flavivirus peuvent agir
durant ’attachement du virion sur la membrane cellulaire, I’internalisation par endocytose, ou
la fusion de la membrane virale avec 1’endosome. Plusieurs extraits de plantes et molécules
naturelles ont été étudiés pour leur potentiel a bloquer 1’entrée du virus dans les cellules hotes.
Citons les cas des peptides d’A. catechu et la digitonine qui interagissent avec les cellules
hotes empéchant 1’attachement viral (Gao et al., 2019; Panya et al., 2019). D’autres molécules
ont ¢t¢ mises en évidence pour leur capacité a interagir avec le domaine III de I’enveloppe E
telles que la fucoidane, le géraniine et le gossypol (Gossypium sp) (Abdul Ahmad et al., 2017;
Haddad et al., 2021; Lim et al., 2021a; Gao et al., 2022). Mises & part les molécules
naturelles, certaines plantes médicinales riches en composés phénoliques telles que
Phyllanthus sp, O. basilicum, P. guajava appartiennent a cette catégorie d’antiviraux (Lee et
al., 2013; Trujillo-Correa et al., 2019).

Apres D’attachement, les virions entrent dans le cytoplasme par un mécanisme
d’endocytose clathrine-dépendant. Prenons 1’exemple de I’isoquercitrine, une flavone O-
glycosylée présente dans H. perforatum qui montre une propriété antivirale en agissant sur
I’internalisation de ZIKV dans les cellules A549, Huh7 et SH-SY5Y (Gaudry et al., 2018). En
plus, 1’éther diméthylique de thymohydroquinone (THQ) isolé de 1’huile essentielle d’A.
triplinervis, agit de la méme maniére contre le ZIKV (Haddad et al., 2021). Par ailleurs, des
extraits des algues rouges telles que C. crispus, C. crenulata, G. elata, G. torulosus bloquent
I’étape de D’entrée du virus en agissant directement sur les phases d’attachement et/ou

d’endocytose du cycle viral. Le mode d’action précis de ces extraits de plantes est encore peu
connu (Haddad et al., 2021).
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[1-3.  Action des substances naturelles au niveau des phases tardives du cycle viral

Certaines substances naturelles peuvent agir sur 1’'une des phases tardives du cycle

viral comprenant les étapes de réplication, assemblage et maturation. Le tableau 12 regroupe

les plantes médicinales et leurs molécules naturelles qui ont le potentiel d’inhibition des

phases tardives du cycle viral de ZIKV et DENV.

Tableau 12- Liste non exhaustive des plantes médicinales inhibant les phases tardives du cycle virale de ZIKV et DENV

Mécanisme d’action

Plante

Molécule active

Virus/ Modéle
cellulaire ou animal

Référence

Synthése de ’ARN  Acorus calamus I. Tatanan A. DENV-2/ (Yao etal., 2018)
C636 ; BHK-21
Eucalyptus robusta Eucalyprobusone G ZIKV/ A549, Vero, (Yaoetal., 2021)
HEK, Huh7
Turnera diffusa Pinocembrine ZIKV/ JEG-3 (Lee etal., 2019b;
Haddad et al.,
2021)
Reéplication Aglaia foveolata Silvestrol ZIKV/A549 (Elgner et al.,
2018)
Andrographis Andrographolide DENV-1a4/ (Chavda et al.,
paniculata C636, HepG2, HelLa 2022)
Azadirachta indica ni DENV-2/ (Parida et al.,
C636 2002)
In vivo/ souris
Psidium guajava Querceétine, Acide DENV-2 (Trujillo-Correa et
gallique, Naringine, Vero al., 2019)
Catéchine
NS2B-NS3 sérine Citrus sp Naringénine ZIKV/ C636, Huh7.5  (Cataneo et al.,
protéase 2019)
Laurentia longiflora Nd DENV-2/ Vero (Limetal., 2021)
Lippia alba B-caryophylléne ZIKV/ Vero (Nogueira
Sobrinho et al.,
2021)
Senna angustifolia Nd DENV-2/ Vero (Lim et al., 2021)
Tridax procumbens Nd DENV-2/Vero (Limetal., 2021)
Vernonia cinerea Nd DENV-2/ Vero (Limetal., 2021)

NS3 protéase

Boesenbergia rotunda

4-hydroxypanduratinA

panduratin A

DENV-2/ Vero

(Kiat et al., 2006)

NS5 polymérase

Anacolosa pervilleana

Acides acétyléniques

DENV-2/ dosage
polymérase RdRp

(Bourjot et al.,
2012a)

Cryptocarya chartacée

Chartaceones C-F

DENV/ KB

(Limetal., 2021)

Flacourtia ramontchi

3p-caféate d'acide
bétulinique

DENV-2/ dosage
polymérase RARp

(Limetal., 2021)

Myrtopsis corymbosa

Nd

DENV-2/ MRC-5

(Lim et al., 2021)

Scutellaria baicalensis  Baicaline, baicaléine ZIKV, DENV-2/ (Moghaddam et
C636, Vero al., 2014; Oo et
al., 2019)
Trigonostemon Trigocherrine A et les DENV (Limetal., 2021)

cherrieri

trigocherriolides A et B

Malgré I’avancée de la recherche scientifique dans la découverte des antiviraux pour

traiter les infections par le ZIKV et le DENV, il n’existe toujours pas de traitement approuvé.

L’utilisation des plantes médicinales dans les stratégies antivirales contribue a la lutte contre

ces maladies virales. Les plantes sont constituées d’innombrables métabolites secondaires qui
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peuvent étre une source prometteuse de composés antiviraux d’origine naturelle (Tableaux 10
et 11). Leur mécanisme d’action contre ZIKV et DENV sont reconnus pour inhiber (i)
I’entrée virale ; (ii) la synthése de I’ARN viral ; (iii) les protéines virales (NS2B, NS3, NS5)
(Tableau 12). Les études bibliographiques montrent que les extraits végétaux riches en
polyphénols agissent sur les phases précoces du cycle viral, soit en neutralisant I’ infectiosité,
soit en inhibant 1’attachement ou 1’internalisation de la particule virale (Tableaux 10 et 11).
Parallelement, les extraits et composés phytochimiques comme les flavonoides et les
alcaloides (Tableau 12) peuvent cibler les protéines virales en inhibant 1’activité protéase ou

I’activité polymérase.

I1l. La biodiversité végétale de Madagascar comme source potentielle des

substances naturelles actives contre ZIKV et DENV

[1I-1. Contexte de la biodiversite végétale de Madagascar

Madagascar est la plus grande fle du continent africain, situant dans 1’Océan Indien a
400 km de la cote Est de la Mozambique. Elle possede une superficie de 587 000 km?
constituant la taille du Texas (Vences et al., 2009). Le pays est considéré comme une région
hotspot de biodiversité végétale et animale. Sa richesse floristique comprend entre 12000 et
14000 especes de plantes vasculaires dont 96% sont constituées d’arbres, avec 90%
d’endémicité (Razafindraibe et al., 2013). La découverte de substances naturelles issues des
plantes endémiques, d’organismes marins et de microorganismes, a accru l’intérét des

recherches scientifiques pour la biodiversité de Madagascar.

La majorité de la population malgache sont des agriculteurs et vivent aux dépens de ces
ressources naturelles (Rafidison et al., 2019). En outre, la dépendance a 1’égard des remeédes
dérivés de plantes médicinales est particulierement importante dans les pays en voie de
développement comme Madagascar. Les plantes médicinales sont largement utilisées pour le
traitement des maladies par des individus, des chercheurs, des groupes de chercheurs et des
institutions publiques. La médecine moderne est souvent absente et surtout inaccessible pour
la majorité de la population. De plus, les malgaches respectent la tradition, la familiarité et
préferent la médecine traditionnelle par rapport a la médicine moderne. Cette tradition se
conserve de genération en génération dans les campagnes et les régions éloignées des

hopitaux. Dans les grandes villes, différentes espéeces de plantes medicinales sont vendues
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dans les grands marchés. Aussi, des sociétés pharmaceutiques nationales produisent et
commercialisent des huiles essentielles et des phytomédicaments pour traiter les maladies

respiratoires, les maladies intestinales, les plaies, le paludisme, etc...(Rafidison et al., 2019).

Au début du XXI *™ siécle, la situation sanitaire de Madagascar est toujours dominée par les
maladies infectieuses transmissibles (HIV/Sida), les maladies bactériennes (la peste et le
paludisme) et les maladies virales émergentes (la dengue, Chikungunya, Covid-19)
(Andrianarisoa et al., 2007). Or, les conditions de vie de la population continuent a se
détériorer en affectant leur moyen économique et leur privant par la suite 1’acquisition des

soins médicaux.

Pour traiter les maladies virales, les malgaches utilisent au quotidien des tisanes, des
infusés et des huiles essentielles de certaines plantes comme alternatives aux médicaments
(Verguin, 1956; Pernet and Meyer, 1957; Humbert, 1967; Debray, 1975; Rasoanaivo et al.,
1992; Verdier-Pinard, 1994; Novy, 1997; Nicolas, 2012; Razafindraibe et al., 2013;
Randriamiharisoa et al., 2015; Randrianarivony et al., 2017; Larcher, 2020; Rakotosaona et
al.,, 2022). Principalement, le décocté des feuilles de plantes Eucalyptus est utilisé
traditionnellement pour soigner les maladies respiratoires et calmer la fiévre et la toux
(Coppen, 2002; Nicolas, 2012). Aussi, les malgaches utilisent le décocté ou I’infusé des
parties aériennes de « mandravasarotra » (C. fragrans) pour soigner la grippe, la toux, la
fievre et les bronchites (Pernet and Meyer, 1957; Novy, 1997; Nicolas, 2012;
Randriamiharisoa et al., 2015). L’huile essentielle de Ravintsara (C. camphora) est utilisée
également pour ses propriétés antivirales et anti-infectieuses (Blanchard, 2007; Mansard et al.,
2019).

L’ensemble de ces résultats montre que les substances naturelles peuvent étre proposées
comme modeéle pour des travaux de chimie médicinale. Surtout dans les pays riches en
biodiversité végétale comme Madagascar, le champ de recherche est particulierement étendu
et prometteur. Malheureusement, Madagascar a connu une perte dramatique de ses foréts ces
50 dernieres annees. Sa biodiversité est aujourd’hui profondéement menacée par les usages
anthropiques comme la culture sur brdlis traditionnel, le paturage, la production de charbon
de bois et I'exploitation miniére (Grinand et al., 2013; Eka Prasetya et al., 2022). En général,
la disparition et la destruction de la biodiversité ont de graves repercussions sur la stabilité de
I’environnement mais également sur la santé humaine. Etant donné que cette biodiversité

contribue directement au bien-étre d’une communauté en tant que ressources médicales.
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De plus, les études chimiques et biologiques sur les plantes médicinales a Madagascar
restent focalisées sur une espece végétale ou une maladie. Actuellement, peu d’investigations
scientifiques ont été effectuées sur les plantes malgaches. Leurs utilisations restent au niveau
de la population locale. Ce manque d’études scientifiques s’applique surtout dans le domaine
des arbovirus comme la dengue. Alors qu’un risque épidémique associé a la dengue et au zika
est tres éleve dans les zones tropicales et chaudes comme Madagascar (WHO, 2022). Des
connaissances approfondies sur I’utilisation thérapeutique et le mécanisme d’action des
plantes médicinales malgaches sont tres importantes d’une part pour la gestion et la
conservation des especes végétales et d’autre part pour la valorisation de ces usages
traditionnels pouvant contribuer a I’évolution de la chimie médicinale. Dans ce contexte, il est
intéressant et primordial de valoriser la richesse floristique de Madagascar en contribuant a la

recherche des agents antiviraux contre ZIKV et DENV.

[11-2.  Obyectifs de la valorisation de la biodiversité végétale malgache

Vu I’évolution de 1’épidémie de la dengue a I’ile de La Réunion depuis 1’année 2018
et le risque ¢levé d’épidémies de zika et de la dengue dans I’Océan Indien (Madagascar et La
Reéunion), il est primordial de trouver rapidement des molécules antivirales contre ces deux
flavivirus. La biodiversité végétale riche de Madagascar offre la possibilité d’identifier des
nouvelles molécules actives avec un nouveau mécanisme d’action antivirale. Cependant
aucune investigation scientifique dans le domaine des antiviraux contre ZIKV et DENV n’a
été réalisée sur les plantes malgaches. Ainsi, nos travaux de recherche sont axés sur la
valorisation de la flore de Madagascar a travers les caractérisations chimique et biologique

des molécules bioactives issues de ses plantes médicinales.

I11-3.  Criteres de sélection de plantes malgaches

Dans le but de valoriser les plantes médicinales malgaches et spécifiquement dans la
recherche d’agents antiviraux contre les flavivirus ZIKV et DENV, des critéres de sélection
ont été mises en place. Des enquétes ethnobotaniques ont été effectués auprées de la population
malgache, des marchands d’herbes médicinales, des tradipracticiens afin d’identifier les
usages traditionnels de certaines plantes ainsi que leur distribution et leur localisation. Les

criteres de sélection comprennent :
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- Usages traditionnels des plantes pour traiter les maladies infectieuses comme la

grippe, la fievre, les inflammations ;

- Travaux antérieurs realises avec les plantes en termes de composition chimique et

d’activités biologiques ;

- Approvisionnement et acces facile au matériel végétal ;

Ainsi, 17 plantes médicinales ont été sélectionnées sur la base de ces critéres de sélection

(Tableau 13).

Tableau 13- Liste des plantes médicinales sélectionnées pour 1’étude

Nom botanique Famille Nom(s) Parties Usages traditionnels

vernaculaire(s) utilisées

Artocarpus heterophylla Moraceae Jacquier, Ampalibe  Fruits, Alimentation, diarrhée,

Feuilles, Suc antisyphilitique et vermifuges
laiteux

Bidens pilosa Asteraceae Sornet, Tsipolitra Herbe Maux de gorge, cicatrisant

Cassia occidentalis Fabaceae Cassie puante, séné  Feuilles, tiges, Migraine, vermifuge,

a café, racines jaunisse, paludisme, tisane

Tsotsorinagantra hépatique, fiévre jaune (avec
Pentopetia sp et M.
paradisiaca)

Cajanus cajan Fabaceae Pois d’angole Feuilles, tiges  Analgésique, antiparasitaire,
contre les maux d’estomac,
caries dentaires

Cajanus indicus Fabaceae Pois cajan Feuilles Maux de dents, calculs
urinaires

Cinnamomum camphora Lauraceae Campbhrier, Feuilles Antidépresseur,

Ravintsara immunostimulant et antiviral

Dodonaea madagascariensis ~ Sapindaceae Tsitoavina Racine, Antibactérienne, antivirale et

feuilles analgésique

Furcraea foetida Agavaceae Chanvre de Feuilles Source de fibres, savon

Maurice, choca végetal
vert

Melia azedarach Meliaceae Lilas de perse Feuilles, tiges  Insecticide, astringente,
brosse a dents

Morinda citrifolia Rubiaceae Noni, Pomme Fruits, feuilles  Anticancéreux,

chien antiinflammatoire,
antibactérienne, antivirale

Musa paradisiaca Musaceae Banane Fruits, Alimentation, cosmétique,

bourgeon jaunisse (avec Pentopetia sp
male et C. occidentalis)

Ocimum canum Lamiaceae Basilic sauvage, Feuilles Torticolis, rhumatisme,

Karanjany conjonctivite, paludisme,

Psiadia altissima Asteraceae Arina, lary Feuilles, tiges  Plaies ulcérées, gale, diarrhée
et paludisme

Pentopetia sp Asclepiadaceae  Tandrokosy Feuilles, tiges  Toux, névralgie, hépatite,
jaunisse, gonorrhée (avec
Pentopetia sp et M.
paradisiaca)

Stenocline ericoides Asteraceae Mahaibe Partie Plaies, sinusites

aérienne

Stenocline inuloides Asteraceae Fiandrivalala Partie Maladies de la peau, vertiges,

aérienne tension artérielle

Waltheria indica Malvaceae Guimauve Partie Asthme, diarrhée, pneumonie,

aérienne, toux séches, bilharziose et
racines constipation
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Toutes les plantes sélectionnées sont utilisées traditionnellement par le peuple
malgache sous forme de décocté, d’infusé ou méme sous forme de boisson pour se soigner
(Tableau 13). Elles sont facilement accessibles car certaines plantes sont vendues aupres des
marchands de tisane. Dans la sélection, il existe des plantes endémiques (Pentopetia sp, S.
ericoides, S. inuloides, etc...), des plantes naturalisées (W. indica, M. azedarach, etc...) et des
plantes introduites & Madagascar. Dans la partie suivante, je présente 1’état de ’art et les
connaissances bibliographiques uniquement sur les plantes qui ont montré un effet antiviral

suite au criblage.

I11-3-1.  Pentopetia sp

a) Description botanique et distribution géographique

Nom scientifique et synonyme

L’identification précise de I’espéce que nous avons utilisée est encore en cours d’investigation

par les botanistes.

Noms vernaculaires

Pentopetia sp : Tandrokosy (Madagascar) (Randriamiharisoa et al., 2015)

Classification botanique (Secrétariat du GBIF, 2022; WFO, 2022a)

e Embranchement : Angiospermes (plantes a fleurs)
e Ordre : Gentianales
e Famille : Apocynaceae

e Genre : Pentopetia

Le genre Pentopetia comprend environ 23 espéces qui sont principalement
endémiques de Madagascar. La plante est une herbacée rampante ou grimpante pouvant
atteindre 1 a 1,5 m de hauteur. Les feuilles de Pentopetia sp sont opposées, simples et sous
forme elliptique a largement ovale. Ces fruits sont constitués de double follicule rappelant une

paire de cornes comme 1’indique son nom vernaculaire malgache.
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Figure 8- Photo de Pentopetia sp

Distribution géographique

Les plantes du genre Pentopetia sont rencontrées dans les foréts séches, les savanes et
les végétations arbustives. Elles poussent principalement sur des sols sableux, mais également
sur des sols basaltiques, latéritiques ou rocailleux, du niveau de la mer jusqu’a 2000 m
d’altitude. Elles sont distribuées partout dans la grande Ile (Figure 9) (Secrétariat du GBIF,
2022).

Figure 9- Distribution des plantes Pentopetia a Madagascar (Secrétariat du GBIF, 2022)

b) Etudes chimiques et biologiques antérieures

Usages traditionnels

La partie aérienne et la racine des plantes du genre Pentopetia, sont largement utilisées
a Madagascar sous forme de décocté pour traiter la toux, I’hépatite, la névralgie
(Randriamiharisoa et al., 2015) et les douleurs dorsales (Razafindrambao et al., 1971). La
décoction d’écorce de racine est appliquée sur les abceés. L’écorce de racine est également
considérée comme étant émétique et a forte dose, elle est utilisée pour empoisonner les chiens

errants.
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L’infusion des tiges feuillées est également absorbée sous forme de boisson pour traiter la
syphilis (Pernet and Meyer, 1957), la jaunisse, I’cedéme, la goutte (Pernet and Meyer, 1957),
le sang dans les urines et comme cholagogue. Elle est également prise par les femmes
enceintes pour traiter I’anémie. Cet infusé est également pris pour traiter les vers intestinaux

et les hémorroides.

Composition chimique et activités biologigues

Malgre tous les usages traditionnels cités ci-dessus, trés peu d’études chimiques et
pharmacologiques ont été menées sur le genre Pentopetia. Des études scientifiques ont été
réalisées uniquement avec P. androsaemifolia. L’extrait éthanolique de racines et de tiges de
cette plante contient des cardénolides glycosylés présentant une activité antiproliférative
contre les cellules cancéreuses de l'ovaire A2780 (Adou et al., 2010). Une étude in vivo a
montré le potentiel uricémique et uricosurique de I’extrait hydro-alcoolique de cette plante
(50 & 200 mg. kg™) chez des souris hyperuricémiques. Cette activité pourrait étre due au

présence des flavonoides inhibiteurs de la xanthine oxydase (Randrianavony et al., 2017).

I1-3-2.  Stenocline ericoides et Stenocline inuloides

a) Description botanique et distribution géographique

Noms scientifigues et synonymes

- Stenocline ericoides DC. synonyme Helichrysum ericoides Bojer ex DC. d’aprés The
World Flora Online et Tropicos (Tropicos, 2022b; WFO, 2022b)
- Stenocline inuloides DC. synonyme Helichrysum inuloides Bojer ex DC. d’aprés The
World Flora Online et Tropicos (Tropicos, 2022¢c; WFO, 2022c)

Noms vernaculaires

- S. ericoides : Mahaibe (Razafindrambao et al., 1971)

- S. inuloides : Fiandrivalala

Classification botanique (Tropicos, 2022a; WFO, 2022)

e Embranchement : Angiospermes (plantes a fleurs)
e Ordre : Asterales
e Famille : Asteraceae
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e Genre : Stenocline

e Espéces : Stenocline ericoides et Stenocline inuloides

Description botanique

Le genre Stenocline regroupe les plantes herbacées, vivaces ou sous arbrisseaux a
feuilles altéres, sessiles et entieres (Figure 10). Il existe environ 20 espéces dans le genre et la
derniére révision taxonomique stipule que les especes incana et gymnocephala sont

synonymes (Tropicos, 2022a).

Figure 10- Photo des Stenocline : (A) S. ericoides (B) S. inuloides par Andrianavalonirina M.A.

Distribution géographique

Les deux especes sont endémiques de Madagascar (Figure 11). Leurs environnements
naturels sont des lieux découverts. Ces plantes poussent dans les montagnes, sur des sols
latéritiques ou rocailleux allant d’une altitude de 500 m a plus de 2500 m. Elles sont
répandues dans les régions d’Analamanga, de Vakinankaratra, d’Amoron’i Mania, de Haute
Matsiatra, d’Thorombe, d’Alaotra-Mangoro, de Diana et d’Anosy (Figure 11) (Perrier de la
Bathie, 1932).
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Figure 11- Distribution des Stenocline a Madagascar (1839 a 2022) (A) S. ericoides (Sécretariat de GBIF, 2021a) (B) S.
inuloides (Sécretariat de GBIF, 2021b)

b) Etudes chimiques et biologiques antérieures

Usages traditionnels

En médicine traditionnelle, S. ericoides et S. inuloides sont utilisées dans la prévention

des maladies cutanées, des plaies et des sinusites (Razafindrambao et al., 1971).

Composition chimique et activités biologiques

Selon les recherches bibliographiques, aucune donnée scientifique n’a été trouvée sur

ces deux especes.

111-3-3.  Waltheria indica

a) Description botanique et distribution géographique

Nom scientifigue et synonymes

- Waltheria indica L. synonyme Waltheria americana var. indica (L.) K. Schum (et 42
autres synonymes) d’aprés The Worl Flora Online et Tropicos (WFO, 2022d; Tropicos, n.d.)

Noms vernaculaires

Madagascar : mandravasarotra (Majunga), sandahorimavo (Antakarana), tsimatimpangady,
tsindahorolahy, tsindiditsy (Sava) (Nicolas, 2012)
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Autres pays: sleepy morning, monkey bush (Amérique), guinar (Mexique), barulad
(Philippines), uhaloa (Hawaii), nallabenda (Inde) (Zongo, 2013), guimauve ou mauve gris (La
Réunion) (Flore de La Réunion, 2002)

Description botanique

Le genre Waltheria L. comprend 60 espéces dont Waltheria indica (Figure 12)
(Saunders, 1995). 11 s’agit d’un arbuste ou un sous-arbrisseau de 0,5 & 1,5 m de hauteur a
ramification multiples. La partie aérienne de la plante est constituée par des feuilles peu
pubescentes, tomenteuses ou veloutines et de petites fleurs jaunes, aux calices velus,

encombrés de glomérules axillaires (Figure 12) (WFO, 2022d).

Figure 12- Photo de W. indica (Secrétariat du GBIF, 2021)

Classification botanique (WFO, 2022d; Tropicos, n.d.)

e Embranchement : Angiospermes (plantes a fleurs)
e Ordre : Malvales

e Famille : Sterculiaceae

e Genre : Waltheria

e Espéce : Waltheria indica L.

Distribution géographique

W. indica se trouve dans les régions subtropicales et tropicales (Amérique, Afrique,
Asie et Océanie) (Useful Tropical Plants, 2014) . La plante est originaire de 1’Océanie mais
naturalisee et devenue invasive a Madagascar et a La Réunion (Flore de La Réunion, 2002).
La plante est distribuée dans les parties centrale, australe et occidentale de Madagascar
(Figure 13) (Secrétariat du GBIF, 2021).
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Figure 13- Distribution de W. indica a Madagascar (1770-2022) (Secrétariat du GBIF, 2021)

W. indica pousse sur les terrains boisés et broussailleux, sur les collines rocheuses, les
lits de riviéres, les dunes, les affleurements calcaires ou basaltiques, les plaines sablonneuses
et herbeuses (Useful Tropical Plants, 2014). Elle est également répartie en bordure de route,

dans les vieux paturages et dans les pentes des foréts, (Zongo, 2013).

b) Etudes chimiques et biologiques antérieures

Usages traditionnels

Chaque partie de la plante est généralement utilisée dans la pharmacopée traditionnelle
en Afrique, en Amérique du Sud et a Hawal, principalement contre la toux (Kokwaro, 1976),
I’hémoptysie (O. O. Olajuyigbe, 2011), les infections pulmonaires (Nirmala and Sridevi,
2021), I’inflammation (Zongo, 2013), les ulceres, les rhumatismes (Dimayuga et al., 1987),
les conditions d’anémie, la diarrhée (Nirmala and Sridevi, 2021), la dysenterie (Kokwaro,
1976), la conjonctivite, les maladies de la vessie (Nirmala and Sridevi, 2021), le diabéte
(Zongo et al., 2013), le paludisme, les fiévres typhoides (Jansen et al., 2008) et 1’asthme
(Zerbo et al., 2012). A Madagascar, le décocté des feuilles est recommandé pour le traitement
de la coqueluche (Nicolas, 2012). La medecine traditionnelle recommande aussi 1’utilisation
de la plante pour soulager les névralgies (Nirmala and Sridevi, 2021), 1’épilepsie (Kheraro
and Adam, 1974) et les convulsions. La tisane et les extraits de plantes sont conseillés pour
soigner les douleurs, les courbatures, la stérilité féminine, I’impuissance mais aussi comme
aphrodisiaque (Nirmala and Sridevi, 2021). En outre, ’application en externe de cette plante
sert a traiter les maladies cutanées comme les éruptions, les plaies (Kheraro and Adam, 1974),

les abces et la lépre (O. O. Olajuyigbe, 2011).

Composition chimique
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Les études phytochimiques sur les diverses parties de la plante ont révélé la présence
de plusieurs familles de métabolites secondaires (Tableau 14) (Zongo, 2013; Nirmala and
Sridevi, 2021). La plante entiere contient des alcaloides quinoléiques type waltheriones et des
adouétines (Zongo, 2013; Cretton et al., 2014, 2015, 2016, 2020) (Tableau 14). En plus, des
composés phénoliques tels que les acides phénoliques (acide cafeique) (Petrus, 1990), les
flavonoides et ses dérivés glycosides (Petrus, 1990; Ragasa et al., 1997; Rao et al., 2005;

Maheswara et al., 2006) ont été isolés des extraits de W. indica.

En outre, des criblages phytochimiques ont montré la présence des anthraquinones, des
saponines, des tanins, des carbohydrates, des terpénes et des stérols dans les différents extraits
de cette plante (O. O. Olajuyigbe, 2011; Gbadamosi et al., 2012).

Tableau 14- Composition chimique de W. indica

Composes isolés

Partie de la plante

Références

Alcaloides

Alcaloides quinoléiques :
waltheriones

Racines, partie aérienne

(Cretton et al., 2014, 2015, 2020)

Adouetine X, Y, Y1,Z

Partie entiere

(Zongo, 2013; Cretton et al,
2014, 2015)

Acides phénoligues

Acide caféique

Partie aérienne

(Petrus, 1990)

Flavonoides

Flavonoides :
(-) -épicatéchine
gossypétine
herbacétine
kaempférol
quercétine

Partie entiere

Partie aérienne
Partie aérienne
Partie entiere

(Rao et al., 2005)

(Petrus, 1990)

(Petrus, 1990)

(Rao et al., 2005; Maheswara et
al., 2006)

Flavonoides glycosylés :
2’’-0O-glucosylvitexin
5,2°,5’-trihydroxy-3,7,4’-
trimethoxyflavone
5,2’-dihydroxy-3,7,4°,5’-
tetramethoxyflavone
isoquercitrine
kaempférol-3-O-galactoside
kaempferol-3-O-B-D-(6""-E-p-
coumaryl)-glucopyranoside
kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside

kaempferol-3-O-B-D-
glucopyranoside
gossypetin-8-glucuronide
herbacetin-8-O-glucuronide
tiliroside

Partie aérienne
Feuilles

Partie entiére
Partie aérienne
Partie entiere

Partie entiere
Partie entiere
Partie aérienne

Partie aérienne
Partie entiere

(Petrus, 1990)
(Ragasa et al., 1997)

(Ragasa et al., 1997)
(Maheswara et al., 2006)
(Petrus, 1990)
(Maheswara et al., 2006)
(Maheswara et al., 2006)
(Maheswara et al., 2006)
(Petrus, 1990)

(Petrus, 1990)
(Rao et al., 2005)

Anthraquinones

(Résultat de criblage
phytochimique)

Feuilles

(0. O. Olajuyigbe, 2011;
Ghadamosi et al., 2012)

Saponines (Résultat de criblage Partie entiere (0. 0. Olajuyighe, 2011,
phytochimique) Gbadamosi et al., 2012; Rafiu et
al., 2020)
Tanins (Résultat de criblage Tiges, feuilles, racines (0. 0. Olajuyigbe, 2011,
phytochimique) Borokini and Omotayo, 2012;
Gbadamosi et al., 2012; Rafiu et
al., 2020)
Terpenes (Résultat de criblage Feuilles (Zailani et al., 2010; O. O.
phytochimique) Olajuyigbe, 2011)
Carbohydrates (Résultat de criblage Tiges, feuilles, racines (Zailani et al., 2010; O. O.
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Olajuyigbe, 2011; Ghadamosi et
al., 2012)

phytochimique)

(Zailani et al., 2010; Borokini and
Omotayo, 2012; Rafiu et al.,
2020)

(Résultat de criblage
phytochimique)

Stérols Tiges, racines et feuilles

Propriétés pharmacologigues

Des études in vitro et in vivo avec des extraits bruts et des composés isolés de W.
indica ont mis en évidence leurs propriétés analgésique, anti-inflammatoire, antibactérienne,
antifongique, antipaludéenne, antianémique, antioxydante, sédative et anticonvulsivante
(Zongo, 2013; Nirmala and Sridevi, 2021) (Tableau 15).

Tableau 15- Activités biologiques de W. indica

Activité Matériel végétal testé Modéle d’étude  Résultats Références
biologique
Analgésique Extrait aqueux (racines)  Invivo Réduction des constrictions (Nirmala and
abdominales induites par des Sridevi, 2021)
traces d’acide acétique chez les
souris
Extrait ACOEt (partie In vivo Protection des souris contre la (Hamidu et al.,
aérienne) convulsion et la mort 2008)
Extrait MeOH (feuilles)  Invivo Activité antinociceptive chez les (Owemidu et
souris al., 2018)
Antiinflammatoire  Epicatéchine In vitro Inhibition de la production NO et (Rao et al,
Quercétine des cytokines (TNFa et IL12) 2005)
Tiliroside Inhibition COX-2 (tiliroside) (Termer et al.,
Inhibition de la protéine tyrosine 2021)
kinase (quercétine) (Nirmala  and
Sridevi, 2021)
Walthériones A, C In vitro Inhibition du facteur nucléaire (Monteillier et
(NF-kB) al., 2017)
Antibactérienne Extrait hexane (feuilles)  Méthode de Activité contre E. coli, P. (Zailani et al.,
diffusion sur aeruginosa, S. typhi 2010; Salihu,
gélose 2012)
Extrait aqueux (racines)  Méthode de Activité contre 74 souches (0. 0.
diffusion sur bactériennes GRAM + et GRAM  Olajuyigbe,
gélose - 2011)
Extrait Acétone, Méthode de Activité contre B. cereus (Mongalo et al.,
MeOH, EtOH, aqueux diffusion sur 2012b)
(racines) gélose
Extrait aqueux (partie Méthode de Activité contre S. aureus (Mongalo et al.,
aérienne) diffusion sur 2013)
gélose
Extrait chloroforme Méthode de Activité contre E. coli, K. (Osman et al.,
diffusion sur pneumonia 2013)
gélose
Ni Ni Activité contre chlamydiae et (Zongo, 2013)
mycoplasma
Antioxydante Extrait MeOH (racines)  Test DPPH Inhibition de la DPPH dose- (Mongalo et al.,
dépendante. 2012a)
Extrait aqueux (tiges Test DPPH Inhibition du radical de DPPH, la  (Yougbare-
feuillées) lipoxygénase et la peroxydation Ziebrou et al.,
lipidique 2016)
Antifongique 5,2",5'-trihydroxy- Ni Activité antifongique élevée (Ragasa et al.,
3,7,4"-trimethoxy contre C. albicans (composé 1) 1997)

flavone (1)
5,2'-dihydroxy-3,7,
4')5'-tetramethoxy
flavone (2)

Activité antifongique modérée
contre A. niger et T.
mentagrophytes (Composé 2)
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Extraits chloroforme, Méthode de Activité antifongique C. albicans, (Olakunle et al.,
AcOEt, diffusion sur C. krusei, C. tropicalis, C. 2017)
chloroforme/méthanol gélose glabrata, C. parapsilosis, T.
viv mentagrophytes, A. niger
Alcaloides quinoléiques  In vitro Actvité contre C.albicans (Cretton et al.,
2016)
Antiparasitaire Extrait MeOH 80% In vitro Activité antiplasmodiale modérée  (Maregesi et al.,
(pousses) (ICs = 125 & 250 pg. mL™) 2010)
Extrait EtOH (plante In vitro Activité contre T. brucei ((Nirmala and
entiere) Sridevi, 2021)
Extrait DCM (racines) In vitro Activité inhibitrice contre T. cruzi  (Cretton et al.,
(ICso=0,74 pg.mL™Y) et T.brucei  2014)
(ICso =20 pg.mL™)
Waltherione C In vitro Activité contre T. cruzi (ICs = (Cretton et al.,
1,93 uM). 2015)
Waltheriones M, Pet Q  In vitro Activité contre T cruzi (ICsy = (Cretton et al.,
1,3;05;¢et0,1 uM 2016)
Activité Extrait aqueux (racine) In vivo Augmentation significative du (Nirmala and
hématinique nombre d’hémoglobines, de Sridevi, 2021))
I'nématocrite, des globules
rouges, du taux de poids corporel
du foie et de I'némoglobine
corpusculaire moyenne chez des
rats
Extrait aqueux (feuilles)  In vivo Augmentation du nombre de (Basiru and
globules rouges, de globules Olayemi, 2014)
blancs et les valeurs d'alanine et
d'aspartate aminotransférase, de
créatinine et d'azote uréique du
sang chez des rats méales albinos
Aphrodisiaque Extrait aqueux (racine) In vivo Activité aphrodisiaque dose- (Nirmala and
dépendante chez les rats males Sridevi, 2021)
albinos Wistar
Anti-diabétique Extrait MeOH (plante In vivo Diminution dose-dépendante du (Kannan et al.,
entiére) taux de sucre dans le sang aux 2016)
4°M 7°M€ et 14°™ jours d'analyse
chez les rats diabétiques induits
par l'alloxane,
Extrait hydroalccolique  In vivo Activité hypoglycémiante aprés (Povietal.,
(racine) adminlistration orale de glucose (2  2015)
9. kg™)
Anti-cataracte Extrait EtOH (feuilles) In vivo Restauration de la superoxyde (Kokwaro,

dismutase (SOD), le
malondialdéhyde (MDA), la
catalase et la glutathion S
transférase a des niveaux
normaux chez des rats atteints de
cataracte au naphtaléne.

1976; Atif et al.,
2014)

En résumé, les nombreuses études biologiques réalisées sur W. indica ont permis de

verifier et confirmer certains usages traditionnels. La prise des tisanes de plantes contre les

douleurs et les convulsions a été confirmée avec 1’évaluation de 1’activité analgésique chez

des souris (Nirmala and Sridevi, 2021). Des études ont mis en évidence le potentiel

antimicrobien, antifongique et antiparasitaire de certains méthoxyflavones et des waltheriones

isolés de la plante justifiant leur vertus thérapeutiques (Ragasa et al., 1997; Cretton et al.,

2014, 2016, 2020). En outre, les extraits de diverses parties de la plante ont montré des effets

anti-inflammatoires, antioxydants, anti-diabétiques et aphrodisiaques (Zongo, 2013).



Activité antivirale

Quelques évaluations des effets antiviraux ont été effectuées sur les extraits ou les
composés isolés de W. indica. Une étude a montré que les extraits hydroalcoolique et aqueux
de la plante ont inhibé la synthése de I’ARN génomique du rotavirus (Nirmala and Sridevi,
2021). Ceux issus de I’extraction a 1’eau et au méthanol des tiges ont présenté une inhibition
significative de la protéase du HIV-1 (Nirmala and Sridevi, 2021). En outre, I'extrait eau-
méthanol des pousses a également agi sur le HIV-1 (souche I11b) (ICso = 36 pg. mL™) et le
HIV-2 (ICso > 125 pg. mL™Y) (souche ROD) (Maregesi et al., 2010). Toutefois, les tests sur
HSV, le virus de la forét Semliki, le virus de la stomatite vésiculeuse et le virus Coxsackie
n'ont pas montré d’inhibition significative (Zongo, 2013). Certes, ces résultats montrent le
potentiel antiviral de W. indica. Toutefois, la caractérisation antivirale est ouverte pour
¢valuer d’autres types de virus comme le ZIKV et le DENV. Des investigations plus
approfondies concernant le mécanisme d'action antivirale sont également intéressantes et

innovantes.

Toxicologie

Les études chez des modeles de souris et de rats ont indiqué que les extraits polaires de
W. indica présentent une légeére toxicité in vivo (Tableau 16) (Zongo et al., 2013). Le
sulfonate d’adouétine Z, isolée de la plante, a été évaluée par ailleurs comme toxique chez des
souris avec un LDsy = 52,5 mg. kg™ % au poids corporel de 1’animal (Blanpin et al., 1963).
Par contre, 1’évaluation de la cytotoxicité par MTT a indiqué que les flavonoides (tiliroside,
querceétine, (-)-épicatechine) isolés de la plante ne diminuent pas 1’activité mitochondriale des
macrophages murins (Rao et al., 2005). De ce fait, ’utilisation et 1’administration de la plante

doit étre effectuée avec prudence.

Tableau 16- Evaluation de la toxicité aigiie de W. indica

Matériel végétal utilisé

Mod¢le d’étude

LDs

Référence

Extrait aqueux (plante
entiére)

Administration
intrapéritonéale dans des
souris

500 mg. kgt % au poids de
I’animal

(Dhar et al., 1973)

Extrait aqueux :

(Feuilles
Tige
Racine)

Administration
intrapéritonéale dans des
souris

(% au poids corporel de
I’animal)

363 mg. kg™

141 mg. kg

69 mg. kg

(Mohammed et al., 2007)

Extrait EtOH (partie
aérienne)

Administration
intrapéritonéale dans des
souris

875 mg. kg™ % au poids
corporel de I’animal

(Hamidu et al., 2008)

Sulfonate d’adouetine Z

Administration
intrapéritonéale dans des
souris

52,5 mg. kg % au poids
corporel de 1’animal

(Blanpin et al., 1963)

65



En conclusion, Pentopetia sp est une nouvelle plante endémique malgache non
identifiée. Des investigations sont effectuées au niveau du département botanique de
Madagascar. La plante est largement utilisée par les malgaches pour traiter diverses maladies
infectieuses. Quant aux Stenocline, la recherche bibliographique montre un dossier vide
concernant leurs caractérisations chimiques et biologiques. Concernant W. indica, quelques
investigations scientifiques ont été déja réalisées avec la plante montrant sa composition
chimique riche en alcaloides, en terpénoides et en polyphénols. En addition, des études
biologiques valident ses nombreux usages traditionnels avec des données scientifiques

significatives.

Depuis toujours, la médecine traditionnelle est pratiquée et priorisée a Madagascar,
guelquefois mélangée avec la médecine moderne. La population malgache se rapproche des
herboristes, des guérisseurs pour se soigner. Par contre, les études chimique et
pharmacologique de la flore malgache sont insuffisantes et peu exploitées en prenant
I’exemple des Stenocline. Méme, les plantes médicinales se heurtent encore & la difficulté de
détermination botanique comme le cas de Pentopetia sp. Pour les autres plantes comme W.
indica, des recherches plus poussées sont nécessaires pour fournir davantage de données

probantes sur leur composition chimique et leur activité pharmacologique.
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D. Les flavonoides : molécules a large spectre antiviral

I. Contexte de I’étude des flavonoides

Pour remédier au manque actuel d’antiviraux contre les arbovirus, de grands efforts
sont émis pour rechercher de nouveaux composes potentiellement actifs en appliquant
diverses approches telles que la réutilisation des médicaments aux applications des remédes
traditionnels issus des plantes médicinales jusqu’au dépistage des différentes bibliothéques de

composés synthétiques ou naturels bioactifs.

Cette derni¢re approche offre une longueur d’avance sur le processus de découverte de
médicaments et pourrait aider a accélérer le développement des traitements thérapeutiques et
prophylactiques des maladies virales (Zandi et al., 2011a; Goh et al., 2020; Loaiza-Cano et
al., 2020; Cataneo et al., 2021). De plus, les structures chimiques des composés identifiés
comme antiviraux pourraient servir de squelette de base pour fabriquer des analogues semi-
synthétiques ou synthétiques en grande quantité afin d’optimiser leur stabilité, de diminuer
leur toxicité ou d’accroitre leur pouvoir antiviral. Statistiquement, environ 50 % des nouvelles
entités chimiques proviennent des produits naturels ou de ses analogues (Koehn and Carter,
2005; Li and Vederas, 2009; Molinari, 2009).

Les flavonoides sont des molécules polyphénoliques naturelles que I'on trouve largement dans
les différentes parties des plantes (racines, écorces, feuilles et fleurs) et qui sont responsables
d'une variété de processus biologiques (Kumar and Pandey, 2013; Newman and Cragg, 2016;
Oliveira et al., 2017). Plus de 6000 flavonoides ont été découverts avec une énorme diversité

structurelle et des propriétés pharmacologiques intéressantes (Kumar and Pandey, 2013).

Ces composés bioactifs d’origine végétale sont générallement peu toxiques et présentent un
grand intérét scientifique en raison de leurs multiples propriétés remarquables comme
antioxydants, anti-inflammatoires, antibactériens, antifongiques et anti-tumoraux (Hinderer
and Seitz, 1988; Harborne and Williams, 2000; Kumar and Pandey, 2013; Ninfali et al.,
2020). En outre, un des axes de recherche du Laboratoire International Associé est la
valorisation des sous produits dont les flavonoides issus des déchets végétaux (Rasoanaivo et
al., 2014; Rabemahefa et al., 2021; Ranarijaona et al., 2021). L’extraction et la modification
structurale de ces types de molécules entrent dans les compétences du laboratoire. Par
consequent, nous avons consacré une partie de notre étude sur la recherche et développement

de flavonoides de synthése ayant des propriétés contre ZIKV et DENV.
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1. Les flavonoides

I1-1.  Structure chimique et classification

Les flavonoides représentent 60% de la grande famille des polyphénols (plus de 4500
membres) (Dey and Harborne, 1997). Ces molécules sont synthétisées par les végétaux lors
du métabolisme secondaire pour leur défense (Harborne and Williams, 2000). Les flavonoides
ont une origine biosynthétique commune et sont constitués d’un méme élément structural de
base formé par un squelette a 15 atomes de C. Ce squelette de base est constitué de deux
cycles benzéniques (cycles A et B), reliés par une chaine a trois carbones formant un
hétérocycle oxygéneé (cycle C) (C6-C3-C6) (Cook and Samman, 1996) (Figure 14).

8 (1) > 3
7 \2
C 4
6 3
5 4 6 >

Figure 14- Structure de base des flavonoides et numérotation adoptée (Cook and Samman, 1996)

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes en fonction de la position de la
liaison entre les noyaux B et C, le degré de saturation du noyau C, le degré d’oxydation et
d’hydroxylation de I’hétérocycle central C (Hinderer and Seitz, 1988; Harborne and Williams,
2000) (Tableau 17).
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Tableau 17- Classification des flavonoides (Hinderer and Seitz, 1988; Harborne and Williams, 2000)

Classe Structure de base Exemples
Anthocyanes 4 . 3 5 7 3 4 5
7 EN ' Cyanidine OH OH OH OH OH H
= OH .

s Delphinidine OH OH OH OH OH OH

Aurones 4 6 7 3 4 5’
Leptosidine H OH OMe OH OH H

Muritimétine H OH OH OH OH H

Chalcones 2’ 3 4 5 6 4
Davidigénine OH H OH H H OH
° Asebogénine OH H OMe H OH OH

Flavanols 3 . 5 6 7 3 4 5’
7©il©5 Catéchine OH H OH OH OH H
o

: o Gallocatéchine OH H OH OH OH OH

Flavanones X . 5 6 7 3 4 5’
Q Hespéritine OH H OH OH OMe H

Naringénine OH H OH H OH H

Flavonols 5 6 7 3 4 5’
Kempférol OH H OH H OH H

Quercétine OH H OH OH OH H

Flavones 5 6 7 3 4 5
Apigénine OH H OH H OH H

Lutéoline OH H OH OH OH H
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Les flavonoides sont fréguemment rencontrés sous leur forme glycosylée dans les
organes vegetaux et floraux (Hulse, 1980). La liaison entre I’aglycone et le sucre se fait
généralement par 1I’un des hydroxyles phénoliques, en particulier ceux en position 3 (pour les
flavonols) ou en 7 (pour les flavones) et parfois en 6 ou 8. Les sucres les plus couramment
rencontrés sont le D-glucose, le D-galactose, le L-rhamnose, 1’acide D-glucuronique, ’acide
D-galacturonique, le L-arabinose, le D-xylose et occasionnellement le D-allose, I’apiose et le

D-mannose (Harborne and Williams, 2000).

[1-2.  Distribution et répartition

Les flavonoides sont distribués chez les gymnospermes comme dans les angiospermes.
Ils sont également présents chez les Bryophytes (mousses et hépatiques) et les Pteridophytes
(fougéres). lls sont principalement répartis dans toutes les parties des plantes (Verpoorte,
1984; Tanase et al., 2019). lls peuvent étre stockés dans les parties aériennes (feuilles, fleurs,
fruits, graines, tiges et écorces) ainsi que les racines (Verpoorte, 1984; Tanase et al., 2019).

Les flavonoides constituent également une part importante de notre alimentation. lls sont
souvent rencontrés dans les fruits comme les agrumes, les légumes vertes (salade, chou,
épinard, etc.), divers boissons (thé, café, biére, vin, etc...), les herbes fraiches et les épices
(Hulse, 1980) (Tableau 18). Par ailleurs, ces métabolites secondaires peuvent étre retrouves au

sein du regne animal comme dans le miel (Amiot et al., 1989).

Tableau 18- Exemples de distribution des flavonoides dans les fruits et Iégumes (Chebil, 2006)

Sous-classe Exemples Distribution Référence

Anthocyanes Cyanidine, malvidine Fruits et légumes colorés en rouge et (Verpoorte, 1984; Rice-
violet (raisins rouges, cerises, fraises, Evans et al., 1996)

pommes, baies, kaki et cassis, etc...)

Aurones Auréusidine, hispidol Graines (soja, feve tonka), épices, (Haudecoeur, 2011)

cactus (C. senilis) et fleurs des plantes

Acacia
Chalcones Davidigénine, asébogénine  Agrumes (Citrus nensis) et tomates (Yamamoto et al., 2004;
Li et al., 2006)
Flavanols Catéchine, EGCG, Fruits (raisins, pommes), boissons (Rice-Evans et al,

chaudes (thé vert, thé noir), chocolat et  1996)
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plante (Vitis vinifera)

Flavanones Hespéritine, naringine, Agrumes et citrus et plante (Eucalyptus (Rice-Evans et al,,
taxifoline globulus) 1996)

Flavonols Quercétine, myrécitine et Fruits (pommes, raisins, (Rice-Evans et al.,,
kempférol pamplemousse), légumes (chicon, 1996)

brocoli, laitues, oignons, olives) et thé

noir
Flavones apigénine, lutéoline, Herbes aromatiques (romarin, thym, (Rice-Evans et al,
chrysine persil), céréales et les légumes (pois, 1996)

haricots) et plantes (Petroselinum

sativum et Apium graveolens)

[1-3. Biosynthése

La biosynthese des flavonoides passe par I’acide shikimique (voie shikimate) (Figure
15). Le précurseur principal est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme A, synthétisé a partir de la
phénylalanine (Hahlbrock and Grisebach, 1975; Winkel, 2006). Leur structure de base résulte
de la condensation, catalysée par I’enzyme chalcone synthase, de trois molécules de malonyl-
coA avec le 4-coumaroyl-CoA (4-hydroxycinnamoyl-CoA). Il est a préciser que le malonyl-
CoA provient des polyacétates (voie malonate) alors que le 4-coumaroyl-CoA est issu de la
voie shikimate (Hahlbrock and Grisebach, 1975; Winkel, 2006). Ensuite, les diverses
structures de flavonoides sont formées via un intermédiaire commun : la 2°.4,4°.,6’-

tétrahydroxychalcone (Hahlbrock and Grisebach, 1975; Winkel, 2006).

Une cyclisation catalysée par la chalcone isomérase forme le noyau C des flavonoides. Il

s’agit d’'un mécanisme de fermeture stéréospécifique du cycle : une addition syn sur la double

liaison E (Figure 15) (Hahlbrock and Grisebach, 1975; Winkel, 2006).
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Figure 15- Biosynthése des flavonoides

AS : aurone synthase, CHI : chalcone isomérase, CHS : chalcone synthase, DFR :dihydroflavonol-4-réductase, FHT :

flavanone-3-hydrolase, FLS : flavonol synthase, FNSI/FNSII : flavone synthase, IFS : isoflavone synthase, LDOX :
leucothoanthocyanidine dioxygenase, LCR : leucoanthocyanidine reductase, PAL : Phénylalanine
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[1-4.  Roles, propriétés physico-chimiques et biodisponibilité

[1-4-1.  Roles des flavonoides dans les plantes

Le premier role des flavonoides dans le regne végetal est de contribuer a leur couleur
et notamment a celle des fleurs. Ils sont connus comme des pigments naturels au méme titre
que les chlorophylles (couleur verte) et les caroténoides (couleur jaune et orangée). Par
contre, les anthocyanes peuvent pigmenter les plantes avec une vaste gamme de couleurs
comme jaune-orangee, bleu, pourpre et rouge (Nozzolillo and McNeill, 1985). Les flavones,
les chalcones et les aurones apportent la couleur jaune, rouge voire blanche aux fleurs des
plantes. Ces couleurs attirent les insectes pollinisateurs permettant la reproduction des
végétaux (Hulse, 1980). Par consequent, ces molécules possedent un réle dans la fertilité des

plantes.

Comme tous métabolites secondaires, ils protegent les plantes avec leur capacité a repousser
certains insectes par leur goQt désagréable. Ils agissent également comme des phytoalexines :
des substances naturelles pouvant lutter contre les infections bactériennes (Samanta et al.,
2011; Khalid et al., 2019). En outre, ils jouent des roles importants dans le contrdle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec les

diverses hormones végétales de croissance (Samanta et al., 2011; Khalid et al., 2019).

11-4-2.  Propriétés physico-chimiques des flavonoides

Solubilité

Nombreux paramétres peuvent influencer la solubilité des flavonoides : le solvant
utilisé, le composé lui-méme (nature, substituants) ainsi que les conditions environnementales
(la température de la piéce, la luminosité, le pH, etc). Les flavonoides non glycosylés sont
principalement solubles dans des solvants de faible polarité comme I’hexane, 1’éther éthylique
et les solvants halogénés (dichlorométhane, chloroforme) (Chebil et al., 2007, 2010). Par
contre les flavonoides glycosylés sont solubles dans des solvants polaires (acétone, éthanol)
(Chebil et al. 2007, 2010). Ainsi, les composés d’un méme groupe peuvent réagir
différemment en présence de certains solvants. Plus le nombre de groupements hydroxyles et

le nombre de sucres sont élevés, plus les flavonoides sont solubles dans les solvants polaires
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et inversement dans les solvants apolaires (Markham, 1989; Rothwell et al., 2005; Chebil et
al., 2007, 2010; Xiao et al., 2011).

Les flavonoides sont principalement moins solubles dans I’eau a cause des groupes phénols
qui les constituent. Leur solubilité dans les solvants apolaires est également limitée en raison

de la présence des groupements hydroxyles.

Pour pallier a ce manque de solubilit¢ des flavonoides, différentes stratégies ont été

développées :

e L’acylation des groupements phénols 7-OH et 3'-OH de I’hespéridine a permis de
stabiliser la fonction du phénol et d’augmenter la solubilité du flavonoide en milieu

lipophile (Benavente-Garcia et al., 2001).

e La glycosylation de la naringine a 1’aide de I’amylose maltogénique (bactérie Bacillus
stearothermophilus) et de maltotriose a permis d’augmenter de 250 fois sa solubilité
dans I’eau (Lee et al., 1999).

e L’insertion d’une B-cyclodextrine dans 1’hespérétine ou la naringinine a permis

d’augmenter sa solubilité dans les solvants polaires (Tommasini et al., 2004).

Absorption UV B

La capacité des flavonoides a produire une diversité de couleurs leur conférent des
propriétés spectrales d’absorption dans les ultraviolets permettant de les distinguer. Ainsi, ils
peuvent agir comme des filtres anti-UV et protégent les plantes d’éventuels dommages
(Harborne and Williams, 2000; Agati and Tattini, 2010).

Il existe trois types de rayonnement UV atteignant la surface de la terre : UV-A (320 - 400
nm), UV-B (280 - 320 nm) et UV-C (254 - 280 nm). Les dommages les plus graves sont
causés par la bande UV-B perturbant la photosynthése et la pollinisation provoquant ainsi des

perturbations au niveau de la croissance cellulaire des plantes (Samanta et al., 2011).

Principalement, les flavonoides ont la capacité d’absorber le rayonnement UV-B protegeant
ainsi les tissus vegétaux. Les spectres des flavonoides présentent deux bandes d’absorption
(Kootstra, 1994; Harborne and Williams, 2000; Agati and Tattini, 2010) (Figure 16) :

e La bande I, située entre 290 et 385 nm, associée a I’absorption du noyau B

(chromophore cinnamoyle)
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e La bande II, située entre 240 et 285 nm, associée a I’absorption du noyau A

(chromophore benzoyle)

Bande I1

Chromophore benzoyle

Chromophore cinnamoyle

Figure 16- Domaines d’absorption UV des flavonoides

Les bandes d’absorption des flavonoides peuvent étre influencées par différents

facteurs : la nature (hydroxylation, méthoxylation, acylation) et la position de la substitution,

le pH, le solvant, les interactions intra et inter moléculaires (liaisons hydrogénes). Par

exemple, une méthylation ou une acylation peut engendrer un effet hypsochrome ¢’est a dire

déplacer les bandes d’absorption vers les plus courtes longueurs d’onde. Au contraire, un

degré d’hydroxylation élevé entraine un effet bathochrome déplacant les bandes d’absorption

vers les plus grandes longueurs d’onde (Kootstra, 1994 ; Harborne and Williams, 2000 ; Agati

and Tattini, 2010) (Tableau 19).

Tableau 19- Absorption UV des flavonoides dans le méthanol

Classe Bande I (nm) Bande Il (nm)
Anthocyanes 270-280 465-560
Aurones 230-270 340-390
Chalcones 230-270 380-430
Flavanols 275-295 300-330
Flavanones 275-295 300-330
Flavonols 250-280 330-385
Flavones 250-280 310-350
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Stabilite

Comme les flavonoides sont des molécules trés réactives, leur stabilité est facilement
influencable par différents parameétres tels que la lumiere (Ishihara and Nakajima, 2003;
Tommasini et al., 2004), le pH (Friedman and Jirgens, 2000), la température , le solvant
(Tommasini et al., 2004) ou bien encore la présence d’enzymes (Makris and Rossiter, 2002a;
Kubo et al., 2004), d’ions métalliques (Makris and Rossiter, 2002b; Mochizuki et al., 2002) et
d’oxydants (Fargeix, 2000). Parmi les flavonoides, les flavonols sont moins sensibles a la
lumiere que les flavones a cause du groupement hydroxyle libre 3-OH (Fargeix, 2000). Tous
les flavonoides se dégradent facilement dans un environnement avec une température élevée,
un pH basique et en présence d’ions métalliques. Ce pH basique va augmenter 1’oxydation
des flavonoides a cause d’une déprotonation ou le fait que I’oxydant est plus stable. La nature
du solvant peut également provoquer le mécanisme de dégradation des flavonoides (Friedman
and Jurgens, 2000; Makris and Rossiter, 2002b, 2002a; Mochizuki et al., 2002; Tommasini et
al., 2004).

Biodisponibilité des flavonoides

De nombreuses études biologiques ont mis en évidence les potentiels thérapeutiques des
flavonoides contre les maladies dégénératives chroniques, les maladies neurodégénératives,
les maladies cardiovasculaires, le diabéte, 1’ostéoporose et les cancers (Hinderer and Seitz,
1988; Harborne and Williams, 2000). Neéanmoins, les flavonoides présentent une
biodisponibilité limitée observée en raison de leur nature, de leurs substituants et de leur
masse moléculaire. Les isoflavones, les flavanones, les catéchines et les glucosides de
quercétine sont mieux absorbés, au contraire des tanins condensés, anthocyanes et catéchines
(Tableau 20) (Manach et al., 2005). La faible biodisponibilité orale peut étre directement
associée a la présence de groupements hydroxyles libres. En outre, le degré de glycosylation
et le type de sucre lié peuvent influencer la biodisponibilité de ces flavonoides (Manach et al.,
2005). Cette limite en biodisponibilité peut étre également liée a leur faibles teneurs
plasmatiques soulevant des questions sur les mécanismes par lesquels ils atteignent des
concentrations intracellulaires efficaces dans les tissus cibles (Reinboth et al., 2010). Certains
flavonoides sont rapidement absorbés et apparaissent dans le plasma, par exemple, le temps

nécessaire pour atteindre la concentration plasmatique maximale (Tmax) pour les anthocyanes
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est de 15 minutes, tandis que le Tmax est égal a 24 h pour les flavanols (Ichiyanagi et al.,
2006). (Tableau 20).

Tableau 20- Exemples des études pharmacocinétiques des flavonoides (Cvorovi¢ et al., 2018)

Sous-classe Etudes précliniques Etudes cliniques Transporteurs de
Moins (animaux) (Humains) membranes
Anthocyanes Cmax = 0,18 20,84 uM Cmax =0,56 a 5,8 nM BCRP, BTL, P-gp, SVCT1
Galloyl Tmax = 15 a 60 min Tmax=0,5a2,2h
catéchines BA = 0,49 2 1.82%
Flavonols Cmax=0,92a6,8 uM Cmax =137 nM a 7,64 BCRP, BTL, GLUT2, MRP1,
Tmax = 30 min 2,9 h UM MRP2, MCT1,0AT1, OATP,
BA = 055.3% Tmax =0,6847,5h E’F‘;’ZH SGLTL,  SveTl,
Flavanones Cmax=21nMa6éuM Cmax = 60 nM a 74 BCRP, GLUT2, MRP1,
Trmax = 41 min 44,03 h UM MRP2, MRP3, OATPs, P-gp,
BA = ni Tmax=2a5,8h SVCTL
Flavanols Cmax=0,3a2,7 uM Cmax = 70 nM a 7,35 BCRP, MCT1, MRP2,
Tmax = 24 h UM MRP3, OATPs, P-gp, SVCT1
BA=0.14312% Tmax=1,2a4,1h
Isoflavones Cmax =2,22a20,9 uM Cmax=0,17a254uM BCRP, MRP2, OATP1BL1, P-
Tmax=10mina15h  Tmax=254a1lh gp. SVCTL, SVCT2
Plus

BA=143a30%

BA, biodisponibilité orale estimée ; Cmax, concentration plasmatique maximale (pic) apres ingestion orale a dose unique ; Tmax, temps

nécessaire pour atteindre Cmax ; ni : non indiqué. La fléche indique une échelle croissante de moins biodisponible a plus biodisponible.

In vitro, des travaux de recherche ont montré que les flavonoides hydrophobes sont
mieux absorbés, en raison de leur perméabilité plus élevée par rapport a la membrane
cellulaire. En revanche, les flavonoides glycosylés sont moins assimilés par les modéles
cellulaires a cause des entités de sucres rattachées. Par contre, des études in vivo ont réveélé
que certains flavonoides glycosylés sont faciles a absorber que leurs homologues aglycones
(Manach et al., 2005; Cvorovié et al., 2018; de Freitas Queiroz Barros and Maréstica Junior,

2019). On peut prendre comme exemple le cas de la quercétine et de I’isoquercitrine dans des
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modeéles de porcs et de rats. Les résultats ont montré une quantité plus importante de

métabolites formés dans le plasma avec 1’isoquercitrine.

Principalement, les flavonoides peuvent étre considérées comme des composés hydrophiles
(log P faibles) avec un faible poids moléculaire, leur introduction dans le compartiment
intracellulaire s’effectue via des protéines de transport transmembranaires spécifiques
(Cvorovi¢ et al., 2018). Les transporteurs apparaissent comme des facteurs importants dans la
conciliation de D’activité biologique des flavonoides au niveau cellulaire et au niveau des

organes (Cvorovi¢ et al., 2018).

11-4-3.  Activité antivirale des flavonoides

En appui et en alternative aux médicaments synthétiques, les produits naturels et ses
dérivés représentent une source potentielle d’agents antiviraux (Patridge et al., 2016). Les
composes phénoliques comme les flavonoides consituent la famille de métabolites
secondaires la plus répandue dans le régne végétal (Loaiza-Cano et al., 2020). Des milliers de
flavonoides ont déja été isolés et identifiés ces derniéres années avec des activités biologiques
intéressantes (antioxydant, antimicrobien, anti-inflammatoire, anticancéreux, etc (Loaiza-
Cano et al., 2020).

En effet, des flavonoides naturels ont montré des caractéristiques antivirales, en
particulier contre les infections grippales A et B qui touchent plusieurs millions de patients

chaque année (Moscona, 2005).

Des études in vitro ont mis en évidence I’activité de 1’épigallocatéchine (Imanishi et al.,
2002), du ( =) dihydromyricétine et du 5, 7, 3°, 4’-tétra-O-methylquercétine contre HIN1
(Roschek et al., 2009). Ces molécules ont également le potentiel d’inhiber in vitro I’infection
par HCV (apigénine, naringénine) (Nahmias et al., 2008 ; Shibata et al., 2014), HBV (EGCQG)
(He, 2011), enterovirus A71 (apigénine, baicaline, kempférol) (Tsai et al., 2011; Zhang et al.,
2014; Li et al., 2015), poliovirus (3-méthylquercétine, les acides 6-chloro-4’-oxazolinyle et 6-
chloro-3-hydroxyflavone-4'-carboxylique) (Gonzalez et al., 1990; Desideri et al., 1995),
rhinovirus (quercétine) (Ganesan et al.,, 2012) et le coxsackievirus (dihydroquercétine,
lutéoline) (Xu et al., 2014; Galochkina et al., 2016).

La quercétine, la galangine, 1’épicatéchine et ’EGCG ont été également identifiées comme
des inhibiteurs de HSV-1, HSV-2 in vitro (Lyu et al., 2005). Par ailleurs, certains flavonoides

possédent une activité antivirale contre HIV-1 (baicaline, genistéine, sodium rutine sulfate)
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(Li et al., 2000; Tao et al., 2007; Sauter et al., 2014) et I’ebolavirus (isoquercirine ICsp = 5,3

UM, quercétine 1Cso = 7,4 uM) (Qiu et al., 2016; Fanunza et al., 2020). Depuis la pandémie

du COVID-19, des tests sur les flavonoides ont été réalisés et ont montré ’activité antivirale

in vitro de ’EGCG et du théaflavine (Jang et al., 2020), et in silico de la quercétine, la

fisetine, la rutine, la biochanin A et de la sylimarine (Badshah et al., 2021).

Ces flavonoides interagissent contre CHIKV (baicaléine, quercétine) (Lani et al., 2016) et
contre certains flavivirus comme le JEV (la baicaléine) (Johari et al., 2012), le ZIKV (EGCG,

isoquercitrine, myricétine et quercétine) (Badshah et al., 2021) et le DENV (quercétine,

baicaline) (Zandi et al., 2011b).

Dans la suite de cette partie, je souligne les travaux de recherche sur le pouvoir antiviral des
flavonoides contre les flavivirus ZIKV et DENV (Tableau 21).

Tableau 21- Quelques flavonoides actifs contre ZIKV et DENV

Mécanisme

Flavonoide Structure Virus Modé¢le d’étude I1Cs . Référence
d’action
L - Entrée et (Ooetal,,
Baicaléine ZIKV In vitro/ Vero 4 nM réplication 2019)
Entrée et (Badshah
DENV-2  Invitro/ Vero 14,9 pg. mL™? réplication etal.,
Baicaline P 2021)
. Entrée et (Ooetal.,
ZIKV In vitro/ Vero 14 yM réplication 2019))
(Raekiansy
Catéchine DENV-2  Invitro/ Vero 33,7 pug. mL*! Non élucidé ahetal.,
2018)
(Raekiansy
Delphinidine DENV-2 In vitro/ Vero ni Non élucidé ahetal.,
2018)
(Carneiro
EGCG ZIKV In vitro/ C636 21,4 uM Entrée etal.,
2016)
. Réduction de la  (Jasso-
Fisetine DENV II:;]CV_'gI%'\LIJgS?_ 7.3 UM régulation du Miranda et
TNF-a al., 2019)
o In vitro/ SH- Entrée (Gaudry et
Isoquercitrine ZIKV SY5Y %7uM (Internalisation)  al., 2018)
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(Zouetal.,

Myricétine ZIKV In vitro/ Vero 0,58 UM Réplication 2020)
OH (Loaiza-
Ho o ©/ DENV-2 In vitro/ Vero 47,9 pg. mL*! Non élucidé Cano et
Naringénine m al., 2020)
: . 1 T (Zandi et
o o DENV-2 In vitro/ Vero 168,2 pg. mL Réplication al., 2011b)
- - o o @ _ |nh|b|\t|0n de la (Leeetal.,
Pinocembrine ZIKV In vitro/ JEG-3 17,44 yM synthése 2019b)
d’ARN
OH O
OH O
- . (Linetal,
Phlorétine ZIKV In vitro/ Vero 22,85 uM Assemblage
2019)
HO OH OH
. Réduction dela  (Jasso-
DENV nggﬁ%ﬁgsr 24,5 uM régulation du Miranda et
TNF-a al., 2019)
(Trujillo-
DENV-2 In vitro/ Vero 19,2 pug. mL™? Non élucidé Correa et
" al., 2019)
Querceétine . (Zandi et
DENV-2 In vitro/ Vero 35,7 pg. mL- Réplication al., 2011b)
In vitro/ BHK- 1 Possible effet (Chiow et
DENV-2- 12509 M= incide al., 2016)
ZIKV Invitro/ Vero 2,30 M Réplication %%)et al.,
CH, ihiti
DENV  Invitro/Vero 14,48 uM Inhibition NS5 (Sze etal,
- H polymérase 2017)
Sophoraflavan- HO o
one G oH 71KV In vitro/ Vero 22,61 uM Inhlblt!on NS5 (Szeetal.,
polymérase 2017)

OH O

Des travaux de recherche ont montré ’effet antiviral in vitro de la quercétine contre la

souche DENV-2 (NGC) de la Nouvelle Guinée. La production de copies d’ARN de DENV-2
a diminué de 67% aprés traitement avec 50 pg. mL™ (165 uM) de quercétine. Les mémes
résultas positifs contre le DENV-2 (NGC) sur les cellules Vero ont été observés avec la
baicaline, la naringine, la naringénine, la catéchine et la fisétine (Zandi et al., 2011a, 2011b;
Trujillo-Correa et al., 2019).

L’activité anti-ZIKV et anti-DENV de la baicaleine et de la baicaline montre une
réduction de 50% de I’infection. Les deux composés inhibent 1’infection a différentes étapes
du cycle viral. Toutefois, la baicaleine est plus puissante durant 1’étape de la réplication,
tandis que la baicaline est plus efficace durant I’entrée des flavivirus (Zandi et al., 2012 ; Oo
et al., 2019). L’évaluation des effets antiviraux de delphinidine contre trois flavivirus

différents (DENV, ZIKV, WNO ont affirmé que la molécule réduit les infections en inhibant
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I’internalisation du virus (Raekiansyah et al., 2018). Le traitement avec la sophoraflavanone
G aprés I’infection par le ZIKV et le DENV, a entrainé une réduction des cellules infectées en

affectant les phases tardives du cycle viral (Sze et al., 2017).

En outre, I’epigallocatéchine gallate (EGCG) a été évaluée comme virucide contre
ZIKV (Carneiro et al., 2016). La myricetine et la quercétine présentent également une activité
anti-ZIKV in vitro en ciblant le processus d’entrée du virus (Zou et al., 2020). D’autres études
antivirales ont montré que la pinocembrine inhibe a la fois la production d’ARN viral et la
synthése de la protéine d’enveloppe E (Lee et al., 2019b). La phloretine a été testée in vitro
contre I’infection par le ZIKV. Les résultats obtenus ont montré une réduction du taux de
mortalité des cellules Vero induit par I’infection. La phloretine était capable d’interférer dans
plusieurs étapes du cycle viral, mais principalement dans la production d’ARN et les étapes
ultérieures du cycle. La naringénine montre une activité antivirale contre ZIKV sur les
cellules A549. Une suggestion affirme que le mode d’action de ce flavonoide entre en vigueur

durant la phase de réplication et de 1’assemblage virion (Cataneo et al., 2021).

Au sein de mon laboratoire d’accueil ’'UMR PIMIT, des études in vitro ont montré ’effet
antiviral de I’isoquercitrine (Q3G) contre ZIKV dans différentes lignées cellulaires. Q3G
interfére avec le processus d’entrée du ZIKV en bloquant son internalisation dans les cellules
hotes (Gaudry et al., 2018). Des études in vivo ont également montré que 1’administration de
Q3G & une dose maximale de 100 mg. kg chez des souris infectées par le ZIKV, est
partiellement efficace (50% de souris survivants) avec une perte de poids moyenne de 20%
(Wong et al., 2017). Par la suite, je détaillerai dans les paragraphes suivants les études

antivirales effectuées sur I’isoquercitrine et la quercétine.

I1l. La quercétine et ’isoquercitrine

Depuis des décennies, la quercétine a fait I'objet d'un grand nombre d'études
pharmacologiques. Par contre, les investigations biologiques des glycosides de quercétine

comme I’isoquercitrine ont été élaborées dans une moindre mesure (Valentova et al., 2014).

L’isoquercitrine est isolée pour la premiére fois a partir des gousses de Cercis canadensis L
(Douglass et al., 1949). 1l s’agit du monoglucoside de la quercétine naturelle la plus
abondante parce que la molécule est omniprésente dans le regne vegétal, les fruits, les
I[égumes, les céréales et diverses boissons d'origine végétale telles que le thé et le vin

(Valentova et al., 2014). Bien que I'isoquercitrine soit largement distribuée, sa teneur dans le
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materiel végétal est extrémement faible. Ainsi, il est difficile d'en obtenir des quantités
suffisantes a I'état pur pour des applications en industries alimentaire et pharmaceutique (Lu,
2012). La technique la plus classique pour obtenir de 1’'isoquercitrine est la synthése a partir
de la rutine. Il s’agit d’une élimination sélective du rhamnose de la molécule de rutine par

clivage enzymatique en utilisant les naringinase, hesperinase et rhamnosidase (Schéma 1).

HO

a-L-rhamnosidase

HO N
s Ay oH
0 CH,0 CH,0
OH (0] H
HO O
Rutine HO OH Isoquercitrine

Schéma 1- Synthése de I’isoquercitrine a partir de la rutine

L'isoquercitrine est largement biodisponible que la quercétine et elle présente un large
spectre d’activités biologiques in vitro et in vivo contre le stress oxydatif, les maladies
cancereuses, les troubles cardiovasculaires, les réactions allergiques, les maladies chroniques

comme le diabéte, les maladies infectieuses et virales (Valentova et al., 2014).

[11-1.  Résultats préliminaires sur I’activité antivirale de I’isoquercitrine

Gaudry et ses collaborateurs ont démontré que l'isoquercitrine exerce une activité
antivirale contre les deux souches africaine et asiatique de ZIKV in vitro. Les tests ont été
effectués sur trois lignées cellulaires A549, Huh-7 et SH-SY5Y infectées par le ZIKV (MOI
=1 ou 10) en présence de différentes concentrations de I’isoquercitrine. Les résultats obtenus
ont montré que ce composé posséde une activité significative contre I'infection par le ZIKV
dans les différentes cellules humaines (Gaudry et al., 2018)(Tableau 22).

Tableau 22- Activité antivirale de ’isoquercitrine contre ZIKV sur différentes lignées cellulaires (Gaudry et al., 2018)

Lignées cellulaires CCs (UM) 1Cso (LM) Si
Ab549 551,2 +43,2 155+23 35,6
HuH-7 326,8 + 45,7 14,0+38 23,3
SH-SY5Y 582,2+414 97172 60,0
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Les tests mécanistiques ont montré que l'isoquercitrine agisse sur les phases précoces du cycle
viral en empéchant l'internalisation clathrine dépendante des particules virales dans les
cellules hétes (Gaudry et al., 2018).

Ensuite, la méme équipe a évalué les activités d'autres flavonoides apparentés a
I’isoquercitrine contre ZIKV : la quercétine, le kaempférol et I'nyperoside (Figure 17). Aux
concentrations non cytotoxiques les plus éleveées, il a été constaté que la quercétine, le
kaempférol et I'hyperoside n’ont présenté aucun effet antiviral significatif contre ZIKV

par rapport a I’isoquercitrine.

OH

HO

H
e
|

OH

(0]

Kaempférol

Quercétine Hypéroside

Isoquercitrine

Figure 17- Structures chimiques de la quercétine, ’isoquercitrine, 1’hypéroside et le kaempférol

Premiérement, étant donné que la quercétine ayant le méme aglycone que
I’isoquercitrine est inefficace contre le ZIKV, cela laisse supposer que la fraction glycosylée

de I'isoquercitrine pourrait jouer un réle dans son effet antiviral.

Deuxiémement, I’hypéroside et 1’isoquercitrine sont des O-glycosydes de la quercétine qui se
différencient par la nature de leur sucre en position 3 respectivement un galactose et un
glucose (Figure 17). Ce qui démontre I’influence de la nature du sucre sur le potentiel d’un

glycoside de quercétine a inhiber I’infection du virus.

Ces résultats soulignent I'importance de I'isoquercitrine en tant que modeéle antiviral naturel

prometteur contre ces flavivirus.

[11-2.  Objectif de I’étude sur les dérivés de la quercétine

Mes travaux de recherches contribuent aux principaux objectifs de la chimie
médicinale et de la virologie dans le développement de nouveaux antiviraux, efficaces contre

les flavivirus, au spectre d'activites le plus large possible. Une des approches pour trouver des
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agents antiviraux est le dépistage massif des produits naturels comme les flavonoides et de
leurs analogues contre les virus cibles. Le développement de ces molécules, substances les
plus abondantes dans les sous-produits de transformation des plantes malgaches, en tant
qu’agents antiviraux, contribue a la valorisation et a la conservation de la richesse floristique
de Madagascar. Dans le cadre de cette these, on s’intéresse en particulier a la quercétine et ses
dérivés en tenant compte de son large spectre antiviral (contre les flavivirus, les herpes, les
orthomyxovirus et les coronavirus) (Di Petrillo et al., 2022). En se focalisant sur les
molécules anti-flavivirus, I’isoquercitrine, un dérivé de la quercétine, présente une activité
antivirale méritant des études supplémentaires plus approfondies. La molécule pourra étre

également un échafaudage pour élaborer d’autres analogues bioactifs.

Par conséquent, la deuxiéme partie de mes travaux a pour objectif I’identification des
pharmacophores afin de mettre en exergue les relations entre la structure chimique et I’activité

antivirale des dérivés de la quercétine et de I’isoquercitrine.

I11-3.  Hypotheses et stratégies menées pour €lucider la relation entre la structre et

I’activité antivirale des dérives de la quercétine

En se basant sur les études antivirales antérieures effectuées sur ’isoquercitrine, je

vais détailler les deux hypothéses suivantes :

e Est-ce que Dlactivité anti-ZIKV de I’isoquercitrine provient de sa polarité et son
hydrophilie plus élevée a cause de ses substituants hydroxyles ?
e Est-ce que lactivité anti-ZIKV de I’isoquercitrine dépend principalement de la

présence d’une partie osidique et de la nature méme du sucre dans sa structure ?

En chimie, la polarité se définit par la maniére dont les charges électriques négatives et
positives sont réparties dans une molécule ou une liaison chimique. Cette polarité résulte de la
différence d'électronégativité entre les atomes, des différences de charge gu'elle induit et de
leur répartition dans l'espace. La polarité impacte les caractéristiques physico-chimiques
d’une molécule (tension superficielle, point de fusion, point d'ébullition, solubilité et

réactivité) (Hallouét and Borry, 2009; Lestremau, 2014).

Généralement, un composé hydrophile posséde une affinité pour I'eau, ainsi
typiquement polaire. 1l est également ionique et posséde la capacité de créer des liaisons

hydrogene avec l'eau ou un solvant protique polaire. Les molécules polaires et hydrophiles
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sont caractérisées par différents indices, par exemple a) le Log Kp (coefficient de partition
entre le sol et I’eau), b) le Log Koc (coefficient de partition carbone organique/eau) ou c) le

Log P (coefficient octanol/eau) (Lestremau, 2014).

Les composés organiques sont généralement classés en fonction de leur polarité selon le Log
P ou Log Kow. Il s’agit d’un indice de la solubilité différentielle de la molécule dans deux

solvants de polarité opposee : I’octanol et I’eau (Caron et al., 2018).

Ce parametre permet d'appréhender le caractére hydrophile ou lipophile d'une substance. En
effet, si le Log P > 0 et tres élevé, la molécule est bien plus soluble dans I'octanol que dans
I'eau indiquant son caractére lipophile. Au contraire, si le Log P < 0, la molécule est
considérée comme hydrophile. Un Log P =0 signifie que la molécule est aussi soluble dans un

solvant apolaire que dans un solvant polaire (Caron et al., 2018).

D’une part, Gaudry et.al ont démontré que 1’isoquercitrine (Figure 17) exerce une
activité antivirale agissant sur I’entrée du ZIKV au contraitre de la quercétine, qui est resté
inactif. Cela indique en hypothése que la partie osidique est importante pour I’activité
antivirale par rapport a son apport en solubilité mais également en stabilité et en
biodisponibilité. Effectivemement, I’ajout d’un sucre est un moyen efficace pour modifier la
solubilité dans I'eau et la stabilité des flavonoides. La glycosylation exerce de multiples effets
sur les propriétés chimiques des flavonoides et modifie généralement son métabolisme et son

absorption in vivo (Yang et al., 2018a).

D’autre part, I’étude menée par Gaudry et al. a mis en évidence que 1’hypéroside
(Figure 17) est inactive contre ZIKV (Gaudry et al., 2018). La différence entre les deux O-
glycosides est la nature de sucre attaché a la position 3, qui est un galactose pour 1’hypéroside.
En terme de caractere hydrophile, le glucose est largement hydrophile (Log P = -3,6)
(Mazzobre et al., 2005; Mohan et al., 2015; FooDB, 2019b) par rapport au galactose (Log P =
-2,6) (FooDB, 2019a). Ainsi, notre hypothése indique que le glucose a pour role d’augmenter
I’hydrophilie et par conséquent la polarité de la quercétine. Ce fait pourrait étre a 1’origine de

’activité antivirale de I’isoquercitrine contre ZIKV.

Dans le but d’étudier la relation structure activité antivirale de I’isoquercitrine et
d’autres dérivés de la quercétine, la stratégie de recherche adoptée se divise en deux

catégories :

- Synthétiser par O-alkylation, O-acetylation des dérivés peu polaires de la quercétine

et evaluer leur activité antivirale en comparaison avec d’autres dérivés synthétiques ;
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- Synthétiser des dérivés polaires de la quercétine avec une structure non
glycosylée (par la réaction de Mitsunobu) et évaluer leur activité antivirale en

comparaison avec d’autres dérivés polaires avec ou sans une structure glycosylée ;

Pour les glycosides de la quercétine, plusieurs parameétres pouvant influencer 1’effet
antiviral sont étudiés : la nature du sucre attaché a la quercétine, les positions de la liaison
glycosidique, le nombre d’oses attachés ainsi que la présence ou non d’autres substituants sur

le squelette de base.
IV. Synthése chimique des dérivés de flavonoides

Les flavonoides sont des composés plus ou moins instables a la lumiére et aux
températures élevées. Leur solubilité reste faible et difficile a estimer dans un milieu aqueux
comme dans un milieu trés hydrophobe. Ces caractéristiques limitent leur incorporation dans
les formulations médicamenteuses, alimentaires et cosmétiques (Walle, 2004). Pour pallier a
ce probléme, des modifications structurales par réaction chimique en vue d’améliorer leurs
propriétés physico-chimiques peuvent étre envisagées comme par exemple I’alkylation,

I’acylation et la glycosylation.
IV-1. O-Alkylation des flavones

La synthése des éthers de flavonoides rencontre des difficultés au niveau de la
sélectivité et de la spécificité de 1’alkylation. Par contre, il est connu que ’acidité relative
prononcée de 1’hydroxyle en position 7 des flavones/flavonols (Figure 18) et des coumarines
permet une alkylation sélective en utilisant le sulfate de diméthyle et du bicarbonate de
sodium (Jurd, 1958).

Plus acide

Y

HO

OH O

Figure 18- Structure chimique de la quercétine
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Dans le cadre de mes travaux de thése, trois réactions d’alkylation sélective des
flavonoides ont été développées a savoir la catalyse acide, la catalyse par transfert de phase et

la réaction de Mitsunobu.
IV-2-1. Catalyse acide

Une catalyse acide est une réaction chimique catalysée par un acide qui est souvent un
ion hydronium (« proton »). Les estérifications, les adolisations et les alkylations sont des
réactions typiquement catalysées par transfert de proton. L’application de la catalyse acide
avec un composé aromatique a eté décrite en formant un alcoxynaphthaléne au cours de la
réaction entre le 2-naphthol et un alcool aliphatique en présence d’un acide de Brensted
(Cazorla et al., 2011). Le catalyseur étant 1’acide sulfurique, a été mis en reflux avec 1’alcool
aliphatique qui joue a la fois un role de réactif et de solvant (Schéma 2). Par contre, une
température élevée est nécessaire favorisant la déshydratation des alcools encombrés et par

conséquent la formation d’alcénes (Cazorla et al., 2011).

OH H,S0, (0,6 équiv) O gy
+ Et-OH -
80°C

83%

Schéma 2- O-alkylation du 2-naphtol par I’acide sulfurique

Ainsi, ’alkylation des dérivés phénoliques comme les coumarines peut étre facilement
réalisée avec un bon rendement (83%) en présence d’un acide de Lewis ou de Bronsted. La
réaction respecte 1’environnement (chimie durable) en utilisant un calalyseur totalement
recyclable et en ne produisant que de 1’eau comme sous produit (Cazorla et al., 2011;
Ramiharimanana et al., 2022). Néanmoins, jusqu’a 1’heure actuelle et a notre connaissance, la

synthese des dérivés flavonoidiques avec la catalyse acide n’a jamais été réalisée.

IV-2-2. Catalyse par transfert de phase (CTP)

La synthese de Williamson améliorée en est un exemple de cette catalyse par transfert
de phase. C’est la méthode la plus simple pour obtenir des éthers, qui consiste a faire réagir

un ion alcoolate avec un halogénoalcane primaire par substitution nucléophile de second ordre
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(SN2) (Williamson, 1850; Fuhrmann and Talbiersky, 2005). Depuis pres de 70 ans, des
tentatives d’amélioration des conditions de la réaction ont fait 1’ objet de recherche afin de
réduire la duree, les températures et pour limiter 1’utilisation des réactifs cancérigénes et tres
onéreux (Freedman and Dubois, 1975; Peng and Song, 2002; Paul and Gupta, 2004,
Fuhrmann and Talbiersky, 2005; Massah et al., 2007). L’utilisation de catalyseurs par
transfert de phase activée est I’'une des stratégies les plus générales et les plus efficaces pour

satisfaire a cette exigence (Freedman and Dubois, 1975; Makosza, 2000).

La CTP est applicable a une grande variété de réactions durant lesquelles les anions
inorganiques et organiques réagissent avec les substrats organiques. Elle repose sur le
transfert d'un réactif anionique en phase organique formant une paire d'ions lipophiles avec un
cation lipophile. La réaction peut étre conduite en systeme liquide-liquide ou en systéeme
solide-liquide (Freedman, 1986; Albanese et al., 1999; Makosza, 2000).

L'alkylation (substitution nucléophile) de la coumarine par des alcanes en condition basique a
pu étre réalisée grace a I'nydroxyde de tétrabutylammonium, un catalyseur de transfert de
phase (Ramiharimanana et al., 2022). L’éthérification a partir d’un bromure d’alkyle a été
effectuée durant la premiere étape . Puis, une substitution nucléophile a été entreprise a partir
de I’alcoolate de la 7-hydroxycoumarine et le bromure d’alkyle (Schéma 3) (Ramiharimanana

et al., 2022). Ce type de réaction peut potentiellement produire des flavonoides alkylés.

KOH / TBAI
AN X
©51 N Roer = ©51
o o Toluéne o %)

Schéma 3- Ethérification du 4-hydroxycoumarine

IV-2-3. Réaction de Mitsunobu

La réaction de Mitsunobu a été décrite en 1967. 11 s’agit de I’acylation d'un alcool avec
de I’azodicarboxylate de diéthyle (DEAD) et de la triphénylphosphine (Schéma 4)
(Mitsunobu and Yamada, 1967). La réaction permet de convertir un alcool primaire ou
secondaire en éther, ester, imide, thioéther, - dicétone, etc... en utilisant le nucléophile

approprié.
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La tributylphosphine est plus sélective pour les alcools primaires. Au contraire, la
triméthylphosphine est plus efficace pour ’alkylation des phénols et des alcools benzyliques
secondaires. Parmi les azodicarboxylates, 1’azodicarboxylate de diéthyle (DEAD) est la plus
utilisée méme si ce réactif est trés colteux et difficile a éliminer. L’azodicarboxylate de
diisopropyle (DIAD) parait la moins coliteuse et 1’azodicarboxylate de ditertbutyle (DBAD)
est la plus facile a éliminer par extraction en milieu acide (Mitsunobu and Yamada, 1967).

o)
CO.H COE o S
/\/OHZ + + N—/N + PPhy ——>
/

EtO,C 85%
Schéma 4- Synthése de ’allylbenzoate par réaction de Mitsunobu

La synthese de la pavoninin-4, un répulsif pour les requins, par la réaction de Mitsunobu a
permis de déterminer qu’il y a eu une inversion compléte de configuration apres la synthese
(Schéma 5) (Williams et al., 2005). En outre, cette étude a indiqué que 1I’encombrement
stérique est trés important dans cette réaction. L’alcool secondaire le moins encombré est
substitué par ’alcool benzylique, tandis que 1’alcool le plus encombré reste inchangé

(Williams et al., 2005).

OAc
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PPh; / DIAD
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Schéma 5- Synthese de pavonin-4 par réaction de Mitsunobu

Malgré son efficacité élevée, la réaction de Mitsunobu présente quelques
inconvénients. Elle posséde une faible économie atomique avec des réactifs onéreux et
toxiques. La purification et la séparation des produits obtenus sont parfois compliquées a
cause des excés de sous-produits (Ahn et al., 2002; But and Toy, 2007; Fletcher, 2015).
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Récemment, certaines améliorations ont été apportées a la réaction de Mitsunobu pour réduire
son cout ¢élevé et les déchets engendrés. Une alternative proposée est 1’utilisation de nouveaux

réactifs dégradables, de faible toxicité pour simplifier le processus de purification.

D’autres options améliorés de la réaction de Mitsunobu ont été la reaction catalytique, la
réaction fluorée et la réaction sous ultrasons (But and Toy, 2007; Swamy et al., 2009;
Fletcher, 2015).

IV-2.  O- Acétylation

L'acétylation est un cas particulier d’acylation en apportant un groupement fonctionnel
acétyle dans un composé organique. L’acétylation des flavonoides permet d’augmenter leur
hydrophobicité ou leur lipophilie. Ainsi, les dérivés acétylés des flavonoides seront plus
stables et plus solubles dans un milieu hydrophobe. L’acétylation d’un flavonoide peut étre
effectuée par voie chimique ou par voie enzymatique (Bresson et al., 1999; Chebil et al.,
2006).

Le procédé¢ chimique d’acétylation présente des inconvénients en raison de leur non
sélectivité, c’est-a-dire, tous les groupements hydroxyles peuvent étre acétylés facilement en
milieu alcalin. Au contraire, de nombreux travaux avec 1’acétylation enzymatique ont mis en
évidence I’obtention des dérivés acétylés d’une maniére régiosélective (Bresson et al., 1999;
Chebil et al., 2006). Les enzymes utilisés sont souvent des lipases dont celle de Candida
antartica (CALB) reste la plus efficace (Schéma 6) (Chebil et al., 2006).

Les flavonoides glycosylés sont plus sensibles a I’acétylation enzymatique que les aglycones
(Chebil et al., 2006). Ces synthéses peuvent étre réalisées avec divers donneurs d’acyle

comme les acides phénoligues et les esters de vinyle (Chebil et al., 2006).
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Schéma 6- Schéma représentatif de 1’acétylation de la quercétine par voies chimique ou enzymatique

IV-3.  Glycosylation

La glycosylation des flavonoides se fait généralement via I'action de la
glycosyltransférase chez les plantes ou les micro-organismes. Les schémas généraux de

glycosylation comprennent le O-glycosylation et le C-glycosylation.

IV-3-1. C-glycosylation

La liaison C-glycosidique est une liaison C-C qui lie le carbone anomérique du sucre
et le squelette carboné du flavonoide. Généralement, elle s’effectue sur les carbones C6 et C8
du cycle A. Quelques-uns peuvent étre liés a d'autres positions comme le C3 (Yang et al.,
2018a).

La plupart des C-glycosides naturels sont des flavones, des flavonols, des isoflavones et des

chalcones (apigénine et la lutéoline) (Yang et al., 2018a).

Principalement, les C-glycosylflavones sont obtenus par des réactions de type Friedel et
Crafts ou par la réaction de Knoenigs-Knorr. Toutefois, elles ont de faibles rendements en

raison de I’encombrement stérique. Plus récemment, d’autres méthodes ont été proposées :
- C-glycosylation par un sucre protégé et activé de la 2°,4’,6’-trihydroxyacétophénone
protégee via une transposition O-C du sucre (Kumazawa et al., 2000).

- Mono- ou di-C-glycosylation directe par un sucre libre de la 2’,4°,6’-

trihydroxyacétophénone non protégée en solution aqueuse (Sato et al., 2006).
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IV-3-2. O-glycosylation

D’une maniere générale, tous les groupements hydroxyles du squelette de flavone ont
la capacité de former une liaison avec un sucre (Yang et al., 2018b). Dans la nature, certaines
positions sont favorisées comme les 3 et 7-OH (flavones, flavonols et les flavanols) (Yang et
al., 2018b). Pour les flavones et flavonols ou un groupe carbonyle est placé en C4, il est rare
de genérer du 5-O —glycoside. Cela s’explique par la possibilité d’une liaison hydrogéne entre
le 5-hydroxyle et le 4-carbonyle (Yang et al., 2018a).

Principalement, les synthéses d’ O-glycosylflavonoides sont des hémisynthéses
s’effectuant a partir d’aglycones de flavonoides naturels. Ce sont les flavones et les flavonols
qui constituent le plus grand nombre de dérivés O-glycosides (C. Veitch and J. Grayer, 2008).
Citons les O -glycosides de kaempférol qui se dénombrent en 458 variants et les O-glycosides
de quercétine en 363 produits apparentés (C. Veitch and J. Grayer, 2008). Les flavonoides O-
glycosides peuvent é&tre des monosaccharides, disaccharides, trisaccharides et

tétrasaccharides, etc... (Yang et al., 2018).

Comme la C-glycosylation, les procédures de synthese reposent habituellement sur des séries
de protections et de déprotections régiosélectives, permettant la glycosylation sélective d’un
hydroxyle. Comme exemple, des études chimiques ont été réalisees pour obtenir différentes
quercétines O-glycosylés dont notamment la quercétine 7-O-glucoside et la quercétine 7-O-
glucuronide (Li et al., 2009; Kajjout and Rolando, 2011) (Schéma 7). La quercétine 7-O-
glucoside est obtenue en 6 étapes avec un rendement global de 22% a partir de la quercétine
alors que la quercétine 7-O-glucuronide est obtenue en 7 étapes avec un rendement de 18%
(Li et al., 2009; Kajjout and Rolando, 2011).
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Schéma 7- Synthése de quercétin-7-O-glucoside et quercétin-7-O-glucuronide

Ainsi, toutes les réactions de modifications structurales décrites ne sont pas toujours
simples car elles comportent plusieurs étapes et donnent les produits avec des rendements

n’excedant pas les 20%.
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Partie II- Résultats et discussion
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A. Caractérisation antivirale des plantes médicinales malgaches

contre le virus zika et le virus de la dengue

|. Echantillonnage des plantes médicinales malgaches sélectionnées

La premiere partie de mes travaux est axée sur la valorisation de la flore de
Madagascar a travers les caractérisations chimique et antivirale des molécules bioactives

issues des plantes médicinales.

Une liste de plantes mentionnées dans le tableau 23 a été établie pour la réalisation de
mes travaux. Les 17 plantes ont été collectées dans les parties centrale et occidentale de
Madagascar (Tableau 23). Les extractions ont été effectuées par macération a froid dans un

solvant polaire (méthanol ou éthanol 80%) et un solvant apolaire (acétate d’éthyle) pendant

72 heures.

Tableau 23- Liste de plantes sélectionnées pour 1’étude (lieu de collecte et rendement d’extraction)

Nom botanique

Partie utilisée

Lieu de collecte

Rendement (%)

Extrait polaire

Extrait apolaire

Artocarpus heterophylla Feuilles Analamanga (Centre) 11,7 2,6
Bidens pilosa Partie aérienne Bongolava (Moyen-Ouest) 223 3,2
Cassia occidentalis Feuilles Bongolava 18,9 2,4
Cajanus cajan Partie aérienne Boeny (Ouest) 11,1 6,8
Cajanus indicus Partie aérienne Bongolava 11,5 7,7
Cinnamomum camphora Tiges feuillées Marché Antananarivo (Centre) 3,4 1,6
Dodonaea madagascariensis  Partie aérienne Analamanga Données non présentées®
Furcraea foetida Chénevottes Artisans Antananarivo (Centre) Données non présentées’
Melia azedarach Feuilles Analamanga 17,1 1,8
Morinda citrifolia Feuilles Bongolava 28,3 1,8
Musa paradisiaca Bourgeon male Bongolava 19,8 2,6
Ocimum canum Feuilles Bongolava 10,1 5,2
Psiadia altissima Feuilles Analamanga 34,2 17,6
Pentopetia sp Tiges feuillées Bongolava 10 5,1
Stenocline ericoides Feuilles Vakinankaratra (Centre) 9,2° 25,3°
Stenocline inuloides Partie aérienne Vakinankaratra 8,3° 22,9°
Waltheria indica Partie aérienne Boeny (Ouest) 10,7 1,7

@ Extraction réalisée par CNRE P Extraction réalisée par Tiana H. Randriamamonjy © Extraction réalisée par Maminiaina A

Andrianavalonirina

Le tableau 23 indique les rendements obtenus pour chacune des plantes étudiées. Ils
sont calculés par rapport a la masse du matériel végétal sec. On constate que les extraits
polaires possédent un meilleur rendement que les extraits apolaires sauf pour les deux espéces
de Stenocline (Tableau 23). Les meilleurs rendements ont été observés avec P. altissima

(extrait polaire : 34,2% ; extrait apolaire: 17,6%). Au contraire, les extractions de C.
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camphora dans 1’éthanol 80% comme dans 1’acétate d’ethyle ont de tres faible production
(3,4 et 1,6% respectivement).

I-1. Criblage antivirale des plantes médicinales malgaches sélectionnées

Pour évaluer I’activité antivirale des extraits, nous avons utilisé le virus zika comme
un modele de flavivirus qui se manipule dans un laboratoire de niveau de sécurité 2 (BSL2).
Ainsi, un clone moléculaire de ZIKV exprimant la GFP (ZIKVgrp) dérivé de la souche
ancestrale ZIKV-MR766 a été utilisé (Gadea et al., 2016). Les cellules épithéliales humaines
A549, qui sont permissives au virus zika (Frumence et al., 2016), ont été infectées par
ZIKVgrp a une multiplicité d’infection (MOI) de 2 puis traitées simultanément avec les
différents extraits de plantes & une concentration égale & 100 pug. mL™. Les cellules sont
incubées pendant 24 heures a 37°C puis la quantification du taux de fluorescence dans les

cellules en présence ou en absence des extraits de plantes a été analysé par cytométrie de flux.

Le criblage antiviral a permis d’identifier 5 plantes actives contre ZIKV : Stenocline
ericoides, Stenocline inuloides, Melia azedarach, Pentopetia sp et Waltheria indica (Figure
19).
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Figure 19- Criblage antiviral des extraits polaires et apolaires des plantes médicinales malgaches sélectionnées.

Les cellules A549 ont été infectées par ZIKVgrp a une MOI =2 et traitées simultanément avec les extraits de plantes (100 pg.
mL? ) puis incubées pendant 24 heures. Le pourcentage de cellules exprimant la fluorescence de GFP est défini par
cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (n=3) et en
pourcentage relatif du contrble infecté non traité par un extrait. Des analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide d’une
analyse ANOVA unidirectionnelle et du test de Dunnett pour des comparaisons multiples (**p<0,01 ; ***p<0,001 ;
****n<0,0001 ; ns = non significatif).

I1 est intéressant de noter qu’ils s’agissent des premiers travaux réalisés sur ’activité
antivirale des plantes malgaches contre un flavivirus comme ZIKV. Pour Melia azedarach,
les deux extraits (polaire + apolaire) présentent une activité antivirale contre ZIKV avec une
diminution de plus de 80% de la fluorescence. Seul 1’extrait polaire de Pentopetia sp posséde
un effet avec une inhibition de 80% du taux de la fluorescence. Concernant les deux especes
de Stenocline, les extraits polaires rapportent un effet antiviral plus important (80%
d’inhibition) par rapport aux extraits apolaires (30 a 50% d’inhibition) (Figure 19). Les
mémes résultats ont été observés avec W. indica (Figure 19). Ces observations joignent 1’effet
de I’extrait méthanolique des pousses de W. indica contre le HIV-1 et 2 (Maregesi et al.,

2010) et relatent le potentiel antiviral de cette plante.

De nouvelles récoltes et extractions avec de grandes quantités d’échantillons ont été réalisées
sur les 5 plantes actives contre ZIKV. L’extrait présentant la meilleure activité a été choisi
pour chaque plante : I’extrait apolaire (acétate d’éthyle) pour M. azedarach et I’extrait polaire
(méthanol ou éthanol) pour les quatre autres. Les résultats de nouvelles extractions sont

illustrés dans le tableau 24.
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Tableau 24- Parameétres et rendement des extractions pour les 5 plantes anti-ZIKV

Nom botanique Quantité de MV (g) Solvant de Temps d’extraction (h) Rendement
macération (Y%oMV)
M. azedarach 850 Acétate d’éthyle 72 heures x 4 lavages 13,1%
Pentopetia sp 300 Ethanol 80% 72 heures x 5 lavages 19,4%
S. ericoides 350 Méthanol 72 heures x 4 lavages 9,2%
S. inuloides 350 Méthanol 72 heures x 4 lavages 8,3%
W. indica 156 Ethanol 80% 72 heures x 6 lavages 15,9%

MV Matériel végétal, %MV pourcentage par rapport au MV

Les poudres de plantes ont été macérées a froid dans le solvant d’extraction pendant
72 heures. Plusieurs lavages successifs ont été nécessaires pour épuiser totalement les residus
de matiére végeétale. Les rendements calculés par rapport a la masse des poudres du matériel
végeétal sec sont compris entre 9,2 a 15,9 % (Tableau 24). Les rendements les plus élevés ont
¢été obtenus avec les macérations a 1’éthanol 80% comme les cas de Pentopetia sp (19,4%) et
de W. indica (15,9%). Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que 1’éthanol 80% (20/80
eau/éthanol), étant un mélange hydroalcoolique, peut récupérer la majorité des molécules
contenues (polaires et/ou apolaires) dans une plante. J*ai pris le soin de récolter les parties de
plantes fraiches toujours au méme endroit afin de minimiser les variabilités chimiques dues
aux différents facteurs (environnemental, pédologique...). Mais avec le contrainte « temps »

I’approvisionnement a été effectué a différentes périodes de 1’année.

I-2. Caractérisation de I’activité antivirale et de la cytotoxicité des plantes actives

L’évaluation de la cytotoxicité des extraits de plantes actives a été menée par
I’intermédiare d’un test MTT permettant de mesurer [’activit¢é mitochondriale. La
concentration cytotoxique provoquant la mortalité de 50% des cellules (CCsp) et la
concentration maximale non cytotoxique a 90% de viabilité cellulaire (MNTC) ont été
déterminées graphiquement. La MNTC est ensuite utilisée pour confirmer les activités

antivirales précedemment trouvées (Figure 20, Tableau 25).
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Figure 20- Evaluation de la cytotoxicité et de I’activité antivirale des extraits des plantes actives contre ZIKV

(A) Les cellules A549 ont été incubées avec les différentes concentration des extraits de plantes pendant 24h. La viabilité
cellulaire a été déterminée a I’aide de I’activité métabolique au moyen d’un essai de MTT. (B) Les cellules A549 ont été
infectées par ZIKVger (MOI = 2) et traitées avec les différentes concentrations des extraits pendant 24h. Le pourcentage de
cellules GFP-positives a été déterminé par cytométrie en flux. Les CCsq et les Clsy ont été déterminées par des courbes de
régression non linéaire. Les données sont exprimées en moyenne + SEM des trois expériences indépendantes (n=3)

Tableau 25- Evaluation de la cytotoxicité et de ’activité antivirale des extraits des plantes actives contre ZIKV

Extrait CCs (Mg. mLY? Clso (Mg. mLY)° SIt
M. azedarach >200£5 2,31 +1,52 >43,3
Pentopetia sp >200+8 126.5+9,8 >0,8
S. ericoides 2298 +6,5 67,13+9,6 34

S. inuloides 2249+ 20,3 70,83 +8,9 3,1
W. indica >400 = 15 25,19+£17,3 >15,9

Les CCsy et les Cls, ont été déterminées par des courbes de régression non linéaire. * Concentration cytotoxique a 50%, ® Concentration
inhibitrice de I’infection de 50%; © indice de sélectivité (CCso/Clso)

Les résultats observés ont montré que les extraits présentent une faible cytotoxicité sur
les cellules A549 avec une valeur de CCsy > 200 pg. mL™ (Figure 20, Tableau 25). En
comparant avec les études de cytotoxicité des extraits de M. azedarach entreprises par Jafari
etal sur les cellules A549 ( CCso > 650 pg. mL™), les résultats observés montrent un effet
plus nocif avec un CCsp > 200 pg. mL™ (Tableau 25) (Jafari et al., 2013). Cette différence
pourrait étre liée aux divers parameétres affectant la composition chimique des extraits d’une
méme plante : le lieu de collecte (Madagascar et Bandar Abbas), la méthode d’extraction ainsi

que le solvant d’extraction (acétate d’éthyle et méthanol).

A ma connaissance, aucune étude sur la cytotoxicité des espéces de Stenocline n’a été

entamée. Ici, les données observées indiquent que ces plantes n’influencent pas 1’activité

mitochondriale des cellules A549 (Figure 20, Tableau 25).

Quant & W. indica, il s’agit de I’extrait le moins cytotoxique (CCso > 400 pug. mL™) (Tableau

25). Une évaluation de la cytotoxicité de I’extrait de racines de W. indica sur des cellules
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Vero a montré une activité élevée par rapport a celle observée sur les cellules A549 (CCsq >
100 pg. mL™) (Tabidi et al., 2019).

Concernant le potentiel antiviral, ’extrait de M. azedarach est le plus efficace parce
qu’il posséde une activité trés importante avec une Clsg de Pordre de 2,31 + 1,52 pg. mL™
(Tableau 25). Cette propriété antivirale a déja été mise en évidence contre les virus junin
(Castilla et al., 1998), pichinde, tacaribe, sindbis, stomatite veésiculeuse (VSV), herpes
simplex (HSV) (Kim et al., 1999). Les limonoides isolés de I’extrait méthanolique des fruits,
le 3-a-tigloyl-mélianol et la mélianone, ont montré également une propriété antivirale (Clso de
I’ordre de 3 a 11uM) contre trois agents pathogénes humains appartenant au genre Flavivirus
(WNO, DENV-2 et YFV) (Sanna et al., 2015).

Par contre, 1’activité antivirale de Pentopetia sp a disparu aprés de nouvelles collectes et
extractions de plante (Tableau 25). Cette perte d’activité peut s’expliquer par la différence de
la période de récolte ainsi que le changement climatique dans la région. Les parameétres
d’extraction en termes de pureté du solvant, la température de bain d’évaporation, la

conservation de I’extrait sec ou la solution stock sont également a vérifier.

Les deux plantes Stenocline sont utilisées en médicine traditionnelle en décoction ou en
cataplasme dans le traitement des maladies de la peau, des vertiges, de la tension artérielle et
des maladies vénériennes (Humbert, 1967). Ces espéces végétales n’ont jamais fait 1’objet
d’étude chimique ou biologique. Néanmoins, leur effet antiviral contre ZIKV reste modéré

avec une valeur de Clsg avoisinant les 70 + 9 pg. mL™ (Tableau 25).

W. indica possede également une activité anti-ZIKV intéressante avec une Clsy de 25,19 +
17,3 ug. mL™ (Tableau 25). Il s’agit des premiers travaux sur les propriétes anti-flavivirus de
la plante, d’autres études ont indiqué son effet contre HIV-1 (Clsp = 36 pug. mL™) et HIV-2
(Clso > 125 pg.mL™) (Maregesi et al., 2010).

En résumé, parmi les 17 plantes malgaches sélectionnées, 5 plantes ont montré une
activité anti-ZIKV, M. azedarach, Pentopetia sp, S. ericoides, S. inuloides et W. indica. Suite
a des nouvelles collectes et extractions, ces plantes ont présenté les mémes résultats
précédents sauf Pentopetia sp dont I’activité a été perdue. Malgré que M. azedarach possede
un effet antiviral intéressant (SI > 43,3), sa composition chimique et son potentiel
pharmacologique sont largement étudiés. Pour la suite des travaux, il a été décidé

d’investiguer uniquement sur les 3 espéces de plantes S. ericoides, S. inuloides et W. indica.
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Il. Evaluation de P’activité antivirale de S. ericoides, S. inuloides et W, indica

contre la souche épidémique ZIKYV et des isolats cliniques de la dengue

[I-1.  Activité antivirale des extraits de plantes actives contre la souche épidémique

ZIKV

Les résultats précédents ont été obtenus avec un clone moléculaire ZIKVggp issu de la
souche ancestrale africaine ZIKV-MR766 qui n’a pas provoqué des épidémies. On a voulu
confirmer I’effet antiviral des plantes contre la souche contemporaine épidémique brésilienne
(ZIKVgR1s) (Figure 21).

D’abord, les cellules A549 ont été infectées avec ZIKVggris @ MOI de 2 en présence de
différentes concentrations non cytotoxiques des extraits de plantes. La capacité des extraits a
réduire la croissance virale du ZIKVgris a €té estimée via un titrage des particules
infectieuses relarguées dans le surnageant par la technique de plage de lyse (PFU). Un effet
dose-dépendant a été observé pour les 3 extraits de plantes (Figure 21). A la dose MNTC (100
ug. mL™), S. ericoides et S. inuloides ont réduit la production virale de 1,5 log (Figure 21). A
la méme concentration, W. indica diminue I’infectivité résiduelle de 3-log et se trouve plus
active contre ZIKVgris par rapport aux deux autres extraits (Figure 21). Ces résultats
affirment que la souche épidéemique ZIKVpgrss est aussi sensible que la souche ancestrale suite

au traitement par les trois extraits de plantes actives.
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Figure 21- Activité antivirale des extraits de S. ericoides, S. inuloides et W. indica contre la souche épidémique ZIKVgg15

Les cellules A549 ont été infectées (MOI = 2) et incubées continuellement avec différentes concentrations des extraits (A) S.
ericoides, (B) S. inuloides et (C) W. indica. La production de la progénie de ZIKV a été quantifiée par titrage de plage lyse.
Les données représentent en moyenne + SEM des deux expériences indépendantes (n=2) et en pourcentage relatif du controle
infecté non traité par un extrait. Des analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide d’une analyse ANOVA unidirectionnelle
et du test de Dunnett pour des comparaisons multiples (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns = non
significatif)
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[1-2.  Activité antivirale des extraits de plantes actives contre le virus de la dengue

11-2-1. Activité antivirale de S. ericoides et S. inuloides contre le sérotype DENV-
2

La propriété antivirale de S. ericoides et S. inuloides a été évaluée contre le virus de la
dengue. Pour ce faire, la souche clinique DENV-2, isolée d’un patient lors de I’épidémie de
dengue a la Réunion en 2018, a été utilisée pour infecter les cellules humaines hépatiques
Huh7.5. Tout d’abord, 1’évaluation de I’effet cytotoxique des deux extraits de Stenocline sur
les cellules Huh7.5 a été réalisée a 1’aide du test MTT aprés 72h de traitement (Figure 22).
Les données ont montré que les extraits présentent des courbes dose-réponse
approximativement similaires et 1’activité mitochondriale commence a diminuer a partir de
100 pg. mL™. Pour déterminer Iactivité antivirale, les cellules Huh7.5 ont été infectées par
DENV-2 pendant 48h a MOI de 1 en présence de différentes concentrations non cytotoxiques
des extraits de Stenocline. Les résultats ont révélé que les deux Stenocline exercent un effet
antiviral dose-dépendant. A une concentration égale & 100 pg. mL™, le nombre de cellules

infectées a diminué juqu’a 80% (Figure 22).
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Figure 22- Activité antivirale des extraits de S. ericoides et S. inuloides contre DENV-2.

() Les cellules Huh7.5 ont été traitées avec diverses concentrations des extraits (6,25 & 400 pug. mL™) pendant 72 h.
L’activité mitochondriale a été¢ évaluée au moyen d’un essai MTT. (b) Les cellules Huh7.5 ont été infectées par le DENV-2
(MOI = 1) et traitées simultanément avec différentes concentrations (6,25 & 200 pg. mL™) d’extraits de plantes pendant 48 h.
Le pourcentage de cellules infectées par Huh7.5 a été déterminé par cytométrie en flux a ’aide de I’anti-flavivirus E mAb
4G2. Les données représentent en moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (n = 3) et en pourcentage relatif du
contr6le infecté non traité par un extrait

Pour conclure, S. ericoides et S. inuloides présentent une activité antivirale contre les

deux souches africaine et asiatique de ZIKV ainsi que le sérotype DENV-2. Plusieurs plantes
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indigénes de la région Sud-Ouest de 1’Océan Indien disposent les mémes caractéristiques
comme le cas de A. theiformis, D. apetalum et S. baicalensis (Zandi et al., 2013; Clain et al.,
2018; Haddad et al., 2019a).

11-2-2. Activité antivirale de W. indica contre les 4 sérotypes de la dengue

L’activité antivirale de W. indica contre le virus de la dengue a été également évaluée.
Dans cette partie, les tests ont ét¢ menés en collaboration avec 1’Institut Fiocruz du Brésil sur
4 isolats cliniques de la dengue représentant les 4 sérotypes. Avant de réaliser les tests
antiviraux, 1’évaluation de la cytotoxicité de W. indica a été d’abord effectuée sur les cellules
Huh7.5, une lignée cellulaire hépatique trés permissive et utilisée fréquemment dans la
recherche sur DENV. L’activit¢é mitochondriale des cellules Huh7.5 a été mesurée en
présence de I’extrait de W. indica par le test MTT. Les cellules ont été incubées pendant 72
heures avec les différentes concentrations (6,25 & 200 pg. mL™). La dose maximale non
cytotoxique retrouvée est supérieure a 100 pg. mL™ (Tableau 26). Cela confirme qu’a 72 h de

traitement, I’extrait de W. indica n’induit pas une cytotoxicité sur les cellules Huh7.5.

Ensuite, les cellules HUH7.5 ont été infectées par les 4 sérotypes de la dengue et
traitées simultanément avec les différentes concentrations de 1’extrait pendant 72 heures a
37°C. Apres incubation, on réalise une immunofluorescence sur les cellules avec un anticorps
dirigé contre la protéine E. W. indica présente une propriété antivirale contre les 4 sérotypes
de DENV avec une inhibition plus de 85% & 100 pg. mL™ (Figure 23). Les sérotypes DENV-
1 et DENV-4 sont les plus sensibles en comparant aux autres, leur nombre de cellules E-
positives respectif a largement diminué (Figure 23). En outre, leur concentration inhibitrice a
50% donnent une valeur de 25,5 pg. mL™ pour DENV-1 et 20,12 pg. mL™ pour DENV-4.
Ces données sont semblables a ceux observés précédemment avec ZIKV. En confrontant avec
les autres plantes anti-DENV, W. indica présente un meilleur profil contre le sérotype DENV-
1 par rapport au D. apetalum (Clso = 96,35 pg. mL™) sur les mémes cellules Huh 7.5 (Haddad
et al., 2019a). Ensemble, ces données approuvent la capacité de cette plante a inhiber

I’infection virale par le ZIKV et DENV a des concentrations non-cytotoxiques.
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Figure 23- Activité antivirale de I’extrait de W. indica contre les 4 sérotypes du virus de la dengue.

(A) Les cellules HuH7.5 ont été infectées pendant 72 h par DENV en présence de différentes concentrations de W. indica. Le
pourcentage de cellules E positives a été évalué a 1’aide du Operetta High-Content Imaging System (PerkinElmer). (B) Le
nombre de cellules E positives par immunofluorescence a été quantifié a partir du test effectué en A. Les données
représentent la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (n = 3). Un ANOVA unidirectionnel et le test de Dunnett
pour les comparaisons multiples ont été utilisés pour I’analyse statistique (*** p < 0,001; *** p < 0,0001)

Tableau 26- Activité antivirale de W. indica contre les 4 sérotypes du virus de la dengue

Sérotype CCs (ug. mL™?) Cls (ug. mL™?) Sl

DENV-1 126,4 25,5 49
DENV-2 126,4 47,5 2,7
DENV-3 126,4 30,15 472
DENV-4 126,4 20,12 6,4

Les CCs et les ICs ont été déterminées par des courbes de régression non linéaire. * Concentration cytotoxique a 50%, ® Concentration
inhibitrice de I’infection de 50%; © indice de sélectivité (CCso/Clsp)

I1-3. Meécanisme d’action antivirale de S. ericoides, S. inuloides et W. indica

Pour exploiter I’activité antivirale de ces 3 plantes, il est intéressant d’identifier leur
mécanisme d’action. Pour cela, divers protocoles ont ét¢ mis en place (Figure 24A) pour
cerner les différentes étapes ciblées par chaque extrait. L’extrait de Pentopetia sp (100 ug.
mL™) a été utilisé comme controle négatif. Le cycle viral du ZIKV dure en moyenne 24
heures. L’étape de I’entrée se déroule pendant les deux premieres heures englobant
I’attachement, I’internalisation et la fusion. L’étape de réplication renferme les 22 heures
restantes nécessaires au virus pour accomplir la synthése de son ARN, la réplication, la
maturation et I’exocytose des premiers virions infectieux. Durant le protocole « tout au long
», les cellules sont traitées par les différents extraits tout au long du cycle viral (Figure 24A)
avec la concentration MNTC de chaque extrait : S. ericoides (100 pg. mL™), S. inuloides (100
ng. mL™) et W. indica (100 pg. mL™). Lorsque les extraits de plantes (MNTC) sont ajoutés
uniquement pendant la phase d’adsorption (entrée), on a constaté une inhibition significative

de 60 a 80% du pourcentage de la fluorescence, pour toutes les plantes. Ces résultats sont
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similaires de ceux observés durant le protocole « tout au long » (Figure 24B). Pour le scénario
« réplication », S. ericoides et S. inuloides n’ont montré aucun effet significatif tandis qu’une
inhibition de 30% est observée avec W. indica (Figure 24B). Ces données montrent que
I’inhibition de I’infection médiée par les extraits de Stenocline est associée a une incapacité
du ZIKV a lancer un cycle infectieux productif dans les cellules hotes A549. Par contre, le
mécanisme d’action antiviral de W. indica cible I’entrée du virus dans les cellules mais
également la réplication virale (Figure 24B). Il se peut que cette plante renferme plusieurs

molécules bioactives avec des mécanismes d’action antivirale différents.
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Figure 24- Mécanisme d’action antivirale des extraits de S. ericoides, S. inuloides et W. indica

Les cellules A549 ont été infectées par ZIKVge (MOI =2). La représentation schématique des différents protocoles
d’addition des extraits lors de I’infection sont représentés en (A). La fleche bleue indique la présence des extraits de plante.
(B) Analyse par cytométrie en flux 24h post infection de 1’expression de la protéine GFP, sous les conditions expérimentales
montrées en A. L’extrait du Pentopetia sp (100 ug. mL™ a été utilisé comme contrdle négatif. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (n=3). Des analyses statistiques ont été effectuées a I’aide d’une analyse
ANOVA unidirectionnelle et du test de Dunnett pour des comparaisons multiples (*** p < 0,001; **** p < 0,0001 ; n.s = non
significatif)
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11-3-1. Activité directe de S. ericoides et W. indica au niveau de la particule

virale

Les résultats ont montré que les extraits agissent au niveau de 1’entrée virale. Afin de
verifier si ces extraits agissent directement sur la particule virale en inhibant son infectiosite,
un test d’inactivation a ét¢ mené. L’objectif du test d’inactivation virale est de détecter si un
échantillon présente un effet virucide ou virostatique. Dans ce cas, ZIKVgep a été pré-incubé
1h a 37°C avec les extraits de plantes a tester a leur MNTC. Le mélange est ensuite dilué 50
fois pour effectuer I’infection a une dose sous thérapeutique afin d’assurer 1’action spécifique
sur la particule virale. La phospholipase A2 (PLA2), connue pour son activité virucide contre
plusieurs virus enveloppés, a été utilisée comme contrble positif (10 puM) (Muller et al.,
2014). L’extrait de Pentopetia sp (100 pg. mL™) a été utilisé en tant que contrdle négatif
(Figure 25). Les résultats ont montré une réduction de plus de 80% de la fluorescence par
rapport au contrdle infecté et non traité, avec les extraits de S. ericoides et W. indica.
Cependant I’extrait de S. inuloides n’a pas montré un effet d’inactivation de la particule virale
(Figure 25). Ces données montrent que le mécanisme d’action de S. ericoides différe de celui
de S. inuloides. Les deux especes inhibent I’entrée virale d’une maniére différente. En effet, S.
ericoides exerce un effet virucide ou virostatique neutralisant ainsi 1’infectiosité du ZIKV au
contraire de S. inuloides qui intérfére avec 1’étape d’entrée virale et non pas avec la particule
virale directement. L’action de S. ericoides et W. indica a agir directement au niveau de la
particule virale les regroupe dans la catégorie des antiviraux virucides/virostatiques comme
I’EGCG, le PLA2 et également les extraits d’A. theiformis, P. mauritianum, S. baicalensis,
etc...(Zandi et al., 2013; Muller et al., 2014, Clain et al., 2018, 2019).
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Figure 25- Inactivation virale de ZIKV par les extraits de S. ericoides et W. indica.

Les cellules A549 ont été infectées par ZIKVgep pré-incubé pendant 1 h a 37 °C avec la concentration MNTC S. ericoides
(100 pg. mLY, S. inuloides (100 pg. mLY), W. indica (100 pg. mL™), Pentopetia sp (100 pg. mL™) en tant que controle
négatif et PLA2 (10 pM) en tant que contrdle positif. Une analyse de fluorescence par cytométrie de flux a été effectuée 24
heures aprés I’infection. Les résultats montrés sont en moyennes = SEM de trois expériences indépendantes (n = 3) et sont
exprimés comme la valeur relative par rapport aux cellules infectées non traitées. Des analyses statistiques ont été effectuées
a I’aide d’une analyse ANOVA unidirectionnelle et du test de Dunnett pour des comparaisons multiples (**** p < 0,0001 ; ns
= non significatif)

11-3-2. Inhibition de [’attachement viral par S. ericoides, S. inuloides et W.

indica

Les résultats précedents ont indiqué que les extraits de S. ericoides, S. inuloides et W.
indica agissent au niveau des phases précoces du cycle viral (entrée). On a pu noter également
I’aptitude de S. ericoides et W. indica a neutraliser I’infectiosité du ZIKV au contraire de S.
inuloides. Afin d’identifier 1’étape de I’entrée virale ciblée par S. inuloides, le test
« attachement » a été réalisé. Il s’agit de la premiére étape de I’entrée du virus dans les
cellules hotes. Le protocole consiste a infecter les cellules par ZIKV en présence des extraits
avec leur MNTC pendant 1h a 4°C (Figure 26). Cela va permettre aux particules virales de
s’attacher aux récepteurs cellulaires en présence des extraits tout en bloquant 1’étape suivante
qui consiste a I’internalisation du virus. Les extraits ont été par la suite enlevés, les cellules
ont été lavés et incubées a 37°C pour déclencher 1’étape internalisation et continuer le cycle

viral normal. (Figure 26). Les résultats ont mis en évidence une inhibition de 80% de la
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fluorescence observée par cytométrie en flux avec S. ericoides (Figure 26). L’effet observé
durant 1’étape attachement montre 40% d’inhibition pour I’extrait de W. indica (Figure 26).
Dans ce contexte, il se peut que le fait d’impacter directement le virus infectieux a permis aux
deux extraits de plantes de bloquer I’attachement viral. Il est de méme possible que les
extraits renferment plusieurs molécules bioactives pourvues de caractéristiques différentes.
Cette deuxieme théorie est surtout probable dans le cas de W. indica dont le pourcentage
d’inhibition constaté est différent entre les deux protocoles (activité virucide et attachement
viral). Pour S. inuloides, la diminution de fluorescence par rapport aux cellules infectées non
traitées est de 50 % (Figure 26) indiquant son mécanisme d’action ciblant I’étape attachement

du virus sur les récepteurs cellulaires.

En conclusion, S. ericoides, S. inuloides et W. indica inhibent I’attachement du ZIKV
a la surface des membranes cellulaires comme le cas de ’EGCG (Carneiro et.al, 2016), la
curcumine (Mounce et.al, 2017) ainsi que les extraits de plantes indigénes de La Réunion
(Clain et al., 2018, 2019; Haddad et al., 2019a). C’est également le cas de S. baicalensis et de
Phyllanthus sp (Lee et al., 2013; Zandi et al., 2013).
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Figure 26- Inhibition de 1’attachement de ZIKV par les extraits de S. ericoides, S. inuloides et W. indica.

Les cellules A549 ont été infectées par le ZIKVgg (MOI = 2) pendant 1 h & 4 °C en présence de S. ericoides (100 pg. mL™?),
S. inuloides (100 pg. mL™), W. indica (100 pg. mL™), Pentopetia sp (100 pg. mL™) en tant que contrdle négatif et PLA2 (10
UM) en tant que contr6le positif. Puis la température a été ramenée a 37 °C en I’absence des extraits. Une analyse
cytométrique de flux de fluorescence GFP a été effectuée 24 heures aprés I’infection. Les résultats montrés sont en moyennes
+ SEM de trois expériences indépendantes (n = 3) et sont exprimés comme la valeur relative par rapport aux cellules
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infectées non traitées. Des analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide d’une analyse ANOVA unidirectionnelle et du test
de Dunnett pour des comparaisons multiples (*** p < 0,001; *** p < 0,0001 ; n.s = non significatif)

I11. Evaluation de la toxicité in vivo de S. ericoides et S. inuloides dans un modéle

de poisson zébre

Afin d’évaluer I’innocuité de la dose antivirale des deux Stenocline in vivo, une étude
de toxicité chez le poisson-zébre comme modele physiologique a été effectuée. Le poisson
zebre partage une homologie génomique ¢élevée avec I’homme (>70%) ainsi que de nombreux
processus physiologiques, ce qui en fait un modele intéressant pour les tests de toxicite et le
développement de médicaments (Colwill and Creton, 2011; Howe et al., 2013; MacRae and
Peterson, 2015).

Le test consiste & effectuer une injection intrapéritonéale des extraits (0,1 mg. g™ de
poids corporel) pour évaluer leur toxicité aigué potentielle. Il s’agit de la dose correspondante
a la concentration maximale non toxique estimée durant la cytotoxicité in vitro. Pour le
contrdle de I’expérience, on a injecté une solution qui contient du tampon phosphate saline
(PBS) avec 0,1% DMSO (quantité équivalent présente dans I’extrait de plante) chez les
poissons témoins. Plusieurs fois par jour pendant une période de cing jours, le comportement
des poissons a été évalué. Cela consiste a prendre note des changements dans leur
alimentation, leur mouvement et leur état de stress. En outre, leur survie a été vérifiée
quotidiennement pendant les 5 jours d’expérience. A cinq jours post-injection, il a été montré
que les poissons se comportent et se nourrissent normalement de méme qu’aucun signe de
stress n’a été détecté. Un taux de survie maximal (100 %) similaire a celle des poissons
témoins a été détecté pour tous les deux Stenocline (Tableau 27). Ces données suggerent que

S. ericoides et S. inuloides ne sont pas toxiques pour le poisson zébre a la dose antivirale.

Tableau 27- Survie et comportement des poissons injectés des extraits de S. ericoides et S. inuloides pendant les 5 / 7 jours
apres injection

Nombre Nombre de poissons vivants

_de ZZU:\(/;:E Comportement Comportement
F:ﬁlei?gss ljpi 2ipi 3jpi 4jpi Sjpi %) alimentaire locomoteur
Témoins 5 5 100 Normal Normal
S.ericoides 5 S 100 Normal Normal
S.inuloides 7 7 100 Normal Normal
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Pour approfondir le potentiel effet des Stenocline avec ces modeéles, leur impact a été
soigneusement surveillée en effectuant une analyse ZebraCube (Figure 27) a 24 heures post-
injection. Les poissons traités et témoins ont été mis dans leurs nouveaux réservoirs et laisses
en adaptation pendant 10 minutes. L’activité locomotrice des poissons a été ensuite controlée

pendant une période de 10 minutes.

Il est constaté que les sujets traités ont parcouru la méme distance dans des états
d’activité petites et grandes que leurs contrdles respectifs a 24 heures post-injection (Figure
27 B, C, D) pour chaque échantillon. Par contre, une différence est observée pour la durée
d’inactivité avec S. ericoides (Figure 27A) : le poisson traité effectue moins de mouvement et
reste inactif plus longtemps que le poisson controle. En outre, les trajets parcourus par le
poisson traité et le poisson témoin sont largement similaires (Figure 27 E). Ainsi, I’injection
de S. ericoides et S. inuloides a la concentration maximale non cytotoxique n’apporte pas
d’effet perturbateur significatif sur ’activité locomotrice et comportementale des poissons
zebres. Une étude a conduit a la méme conclusion avec le thymohydroquinone (THQ), un
produit isolé de I’huile essentiele d’A. triplinervis chez le méme type de modéle in vivo
(Haddad et al., 2019b).

Ensemble, ces résultats suggerent que ces plantes ne présentent pas de toxicité aigué in

vivo dans nos conditions expérimentales.
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Figure 27- S. ericoides et S. inuloides n’impactent pas I’activité locomotrice syntonisée a un jour post injection.

(a) Durée d’inactivation (<4 mm.s™). (b) Durée de petites activités (4 8 8 mm.s™). (c) Durée de grandes activités (>8 mm.s™).
(d) Distance totale parcourue aprés une journée d’injection. Aucune différence significative n’a été observée par rapport au
poisson contrle CTRL (injecté du PBS 0,1% DMSO) (e) Trajets représentatifs parcourus par le poisson contrdle CTRL
(injecté du PBS 0,1% DMSO) et les poissons traités (injectés des extraits de S. ericoides et S. inuloides) aprés 1 jour
d’injection. Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide de comparaisons non appariées t-test. n = 5 pour S. ericoides et
n =7 pour S. inuloides (n : nombre de poissons par groupe)
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IVV. Analyse de la composition chimique de S. ericoides et S. inuloides par
CLUHP-SM® et comparaison des profils chimiques par une approche de

réseau moléculaire

Afin de savoir si la différence de mécanisme d’action observée est liée a une
composition chimique différente entre les deux espéces de Stenocline, les profils chimiques
des extraits bruts de ces plantes ont été analyses par chromatographie liquide a ultra haute
performance couplée & un spectrométre de masse en tandem (CLUHP-SM?), en collaboration
avec le laboratoire ICSN a Gif-sur-Yvette. Cette analyse a permis de générer les réseaux

moléculaires des extraits de S. ericoides et S. inuloides pour pouvoir les comparer (Figure 28).

Le réseau moléculaire est une approche chémoinformatique innovante développée
récemment (Watrous et al., 2012). Cette approche est capable d’organiser, de visualiser sous
forme de carte de similarité spectrale et de comparer des données de spectres SM? liés a la
structure d’une molécule mettant en lumicre 1’existence de groupes spectraux similaires. Cette
similarité est quantifiée par I’indice Cosine Score (CS) qui est attribuée entre deux spectres
SM? comparés. La valeur de CS est comprise entre 0 et 1. La valeur 0 indique que les deux
Spectres n’ont pas d’ions fragments en commun tandis que la valeur 1 indique que les deux
spectres de masse sont similaires (Frank et al., 2011). Principalement, deux spectres sont
identifiés comme similaires lorsque CS>0,7 et qu’au moins 6 ions fragments communs sont
détectés (Nothias et al., 2015). Les spectres SM? identiques sont regroupés par le biais d’un
algorithme SL-Cluster et représentés sur la carte du réseau, sous forme de nceuds liés entre
eux au sein d’un cluster (Frank et al., 2011) (Figure 28). Ensuite, les données spectrales sont
comparées a celles de différentes bases de données spectrales comme le GNPS (Global
Natural Product Social molecular networking), le HMDB (Human Metabolome Database),
ReSpect, MassBank, NIST, DNP (Dictionnary of Natural Product), MarinLit et MetLin
(Nothias et al., 2015).
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Figure 28- S. ericoides (vert) et S. inuloides (bleu) sont des especes riches en polyphénols.
Les réseaux moléculaires ont été créés par MetGem a partir du fichier spectral exporté de Progenesis QI. Les annotations
correspondent a des correspondances standard ou analogiques avec les bibliotheques GNPS et ont été réalisées en utilisant un
CS =0,65.

Les extraits ont été analysés par CLUHP-SM? en mode d’acquisition positif dépendant
des données et les données spectrales ont été prétraitées avec Progenesis QIl. Par la suite, on a
organisé les données en réseaux moléculaires a 1’aide de MetGem. La figure 28 montre les
réseaux moléculaires des 2 Stenocline représentant les liaisons des diverses molécules
constituantes de chaque plante. Ces liaisons apparaissent sur le réseau moléculaire des lors
que le CS > 0,65 et qu’au moins six ions fragments sont communs entre les deux SM?. Il est
nécessaire de noter que la totalité de constituants chimiques des extraits ne sont pas présentés

car ils ne sont pas tous ionisables ou s’ionisent en mode négatif.

Ainsi, le réseau moléculaire obtenu pour I’extrait de S. ericoides et S. inuloides a mis
en évidence 6 et 8 clusters respectivement, dont les noeuds sont au minimum de 3. Par
interrogation avec les bases de données spectrales en ligne, des types de molécules avec des

ions fragments similaires ont été identifiés et regroupés (Tableau 28).
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Tableau 28- Récapitulatif des métabolites secondaires constitutifs des extraits et a spectres de masse similaires a ceux des
bases de données lors de 1’analyse HRMS de S. ericoides et S. inuloides

Métabolites secondaires S. ericoides S. inuloides
Triterpenes - +
Acides phénoliques + +
Flavones + +
Flavonols + +
Flavones méthoxylés + +
Flavones C-glycosylés + +
Flavones O-glycosylés - +
Flavones diglycosylés + +

L’approche par le réseau moléculaire a révélé que la plupart des nceuds identifiés

correspondent a des triterpénes, des polyphénols et des flavonoides.

Les triterpenes

Le réseau moléculaire annote la présence des triterpénes de type ursolique et
oléanolique dans I’extrait de S. inuloides. Par contre, aucune structure triterpénique n’a été
observée pour S. ericoides.

Les acides phénoligues

L’annotation des noeuds du réseau moléculaire a révélé que S. ericoides et S. inuloides
pourront contenir de 1’acide chlorogénique ainsi que ses dérivés de type cynarine et acide

dicafféoyl quinique.

Les flavonoides

L’exploration du réseau moléculaire suppose la présence d’un cluster de flavonoides
méthoxylés (jaceidine, tangeretine, nobiletine, isorhamnétine et disométine) plus féquentes
dans I’extrait de S. inuloides. Des clusters de flavonols (myricétine, quercétine, robinétine),
des flavonoides C-glycosylés et di-glycosylés ont été également mis en évidence (Figure 27).
L’extrait de S. ericoides était riche en composés flavonoidique appartenant aux types flavone
et dérivés de flavanone tels que la lutéoline, I’apigénine, la naringenine, I’alpinétine. Un

cluster de flavonoides O-glycosylés a été identifiée pour I’extrait de S. inuloides uniquement.

En résumé, 1’analyse phytochimique des deux plantes a montré la présence des
clusters de flavonoides, des acides phénoliques. Cela peut suggérer qu’un ou plusieurs de ces
COMpPOSEs peut ou peuvent agir via un mécanisme similaire a celui de ’EGCG qui inhibe
I’infectiosité du ZIKV (Carneiro et al., 2016). De plus, il a été révélé que seulement S.

inuloides contient les clusters de terpénoides et d’O-glycosides de flavonoides. Cette
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différence explique I’action antivirale de I’extrait de S. inuloides par une prévention de la
liaison virale a la surface de la cellule héte au contraire de S. ericoides. En outre, il a été
démontré que Q3G, un flavonol-O-glycosylé inhibe I’entrée virale (Gaudry et al., 2018). 1l est
possible que la présence de ces composés soit a 1’origine du mécanisme d’action antivirale de

S. inuloides.
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V. Tentative d’identification chimique des molécules actives de W. indica

V-1. Fractionnement bio-guidé de I’extrait de W. indica

Un fractionnement bioguidé a été mené sur I’extrait brut de W. indica. Les différentes
étapes sont representées sur la figure 29. Des tests de cytotoxicité et antiviraux ont été
effectués sur les extraits et les fractions obtenus tout au long de I’avancement du

fractionnement.

Extrait EtOH
80%

CCs5,>400 £ 4 pg. mL!
IC50=25,19 + 17,26 pg. mL-!
SI=159

Fractionnement liquide-liquide

CCqy = 1843 £15.8 pg. mL-! CCsp =100,7 = 10,8 pg. mL!
ICs, =99.86 +25.56 pg. mL! 1Cs,=20,19 £ 14,37 pg. mL?
SI=1.8 SI=49
Fraction Hexane Fraction DCM Fraction AcOEt Fraction aqueuse
(W.indica) (W.indica) (W.indica) (W.indica)
CCyqp =221.1 £16,6 pg. mL™! CCso =400 + 17 pg. mL!
IC50=189.9 £9.4 pg. mL-! IC5,=26,5 =152 pg. mL!
SI=1.1 SI=15.1
Fraction F5 Fraction F9 Fraction F10
(W.indica) (W.indica) (W.indica)

CCsy =206 pg.mL!
IC5,=47,59 £20,12 pg. mL!
SI=432

CCs =265,6 7,1 pgmL!
IC50=50,52 £19,5 ug. mL!
SI=53

CCs = 49,83 £990 pgmL*
IC5,=15,27 + 1,52 pg. mL!
SI=95

Figure 29- Différentes étapes de fractionnement bioguidé de W. indica
EtOH : éthanol, Hex : hexane DCM : dichlorométhane, CCs, : Concentration cytotoxique a 50% ; ICsq : Concentration
inhibitrice de ’infection a 50% ; Sl : indice de sélectivité (CCsy/ICsp)

L’extrait brut EtOH 80% a subi un fractionnement par partage liquide-liquide avec un
gradient de solvant de polarité croissante commencant par I’hexane (le solvant le moins
polaire), ensuite le dichlorométhane, puis 1’acétate d’éthyle et a la fin I’eau distillée (Figure
29). Les rendements des fractions obtenues par rapport a la masse de 1’extrait brut sont
reportés dans 1’ Annexe 6. Les phases DCM et aqueuse présentent les meilleures activités avec

une Clsg d’environ 20,19 + 14,37 pg. mL™ et 26,5 + 15,2 pg. mL™" respectivement. Les autres
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fractions (hexane et ACOELt) possedent une faible activité antivirale avec un ICso> 99 pg. mL
! (Figure 29).

Par la suite, on a procédé a la separation et purification de la fraction DCM qui a
donné 11 sous-fractions F1 a F11 (Annexe 6). Un criblage antiviral contre ZIKV a une
concentration de 100 pg. mL™ a donné 3 fractions actives contre le virus (Figure 29). Les
fractions F5, F9 et F10 montrent toujours une inhibition de la fluorescence ZIKVggp et
I’évaluation de leur effet antiviral dose-dépendant a donné des Clsy =50,52 + 19,54 ; 5,27 +
1,52 et 47,59 + 20,12 pg. mL™* respectivement (Figure 29).

Dans le but de sélectionner la fraction a investiguer pour la suite du travail, une étude
complémentaire pour caractériser le mécanisme d’action antiviral a été réalisée (Figure 30).
L’extrait brut (100 pg. mL™) et la fraction DCM (50 pg. mL™) de W. indica ont été utilisés
comme références. L’étude mécanistique a été réalisée avec la concentration MNTC des
fractions F5 (100 pg. mL™), F9 (12,5 pg. mL™) et F10 (100 pg. mL™). On a constaté que le
mécanisme d’action antivirale de la fraction DCM est semblable a celui de ’extrait brut. Cette
observation signifie que les molécules responsables de I’activité antivirale au niveau des
phases précoces et des phases tardives du cycle viral se trouvent dans la phase DCM (Figure
30). Les fractions F5 et F10 ont agi directement au niveau de la particule virale comme
I’extrait brut et la fraction DCM. Elles inhibent également 1’entrée du virus dans les cellules
mais n’impactent pas les phases tardives du cycle viral (Figure 30). Fait intéressant, la
fraction F9 inhibe I’infection par le ZIKV par deux mécanismes d’action différents (Figure
30) en empéchant le virus d’entrer dans les cellules sans intéragir avec la particule virale et en
inhibant les phases tardives du cycle viral. Comme hypothése, on peut expliquer ce
mécanisme par la présence de deux ou plusieurs molécules dans la fraction F9. La suite de
notre étude s’est focalisée sur la fraction F9 a cause de son activité antivirale importante et

différente des deux autres fractions F5 et F10.
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Figure 30- Mécanisme d’action des fractions F5, F9 et F10 de la fraction Fpcy de W. indica lors du cycle viral de ZIKV

La représentation schématique des différents protocoles d’addition des extraits/fractions lors de I’infection sont représentés
en (A). La fleche colorée indique la présence de 1’échantillon a tester (B) Analyse par cytométrie en flux 24h post infection
de I’expression de la protéine GFP, sous les conditions expérimentales montrées en A. L’extrait de Pentopetia sp (100 ug.
mL™ a été utilisé comme contrdle négatif. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de trois expériences indépendantes
(n=3).) Des analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide d’une analyse ANOVA unidirectionnelle et du test de Dunnett

pour des comparaisons multiples (**p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns = non significatif)
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V-2. Analyse de la composition chimique de la fraction active de W. indica par

CLUHP-SM?

Le fractionnement bio-guidé de W. indica a rapporté trois fractions actives dont la
fraction F9 qui nous a semblé intéressante en termes de mécanisme d’action. Ainsi, la
composition chimique de F9 a été investiguée par CLUHP-SM? pour mettre en exergue les
molécules antivirales. Selon la littérature, la composition chimique de W. indica montre une
richesse en alcaloides cyclopeptidiques, alcaloides quinoléiques, flavonoides (quercétine,
kaempférol sous forme glycosides), polyphénols (epigallocatéchine gallate), tanins, stérols,
terpenes, saponines, et anthraquinones. (Zongo et al., 2013). L’analyse de la fraction F9 de W.
indica par CLUHP-SM? en mode positif a permis de générer le réseau moléculaire affiché
dans la figure 31. Ce réseau nous a permis de mettre en évidence la présence de deux clusters
d’alcaloides quinoléiques type waltheriones A, B, C, E, J, M, N et la vanessine déja isolés de
la plante ou leurs isomeéres avec les mémes masses moléculaires. Cretton et ses collaborateurs
ont rapporté auparavant que les extraits de racines et de la partie aérienne de W. indica de
Niger renferment des watheriones ainsi que d’autres alcaloides quinoléiques (Cretton et al.,
2014, 2015, 2016, 2020).
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Figure 31- Représentation des clusters waltheriones présents dans la fraction F9 de W. indica

Les réseaux moléculaires ont été créés par MetGem a partir du fichier spectral exporté de Progenesis QI. Les annotations
correspondent a des correspondances standard ou analogiques avec les bibliotheques GNPS et ont été réalisées en utilisant
CS =0,65.
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V-3. Caractérisation de I’activité antivirale d’une série d’alcaloides quinoléiques

1solés de W indica

En collaboration avec I’Ecole des Sciences Pharmaceutiques de 1’Université de
Genéve, l’activité antivirale d’une dizaine d’alcaloides quinoléiques isolés de W. indica
(Niger) a éte évaluee (Figure 32) (Cretton et al., 2014, 2015, 2020). Les tests antiviraux ont
été realisés sur des cellules A549 infectées avec ZIKVgrp @ une concentration de 12,5 pM
pour chaque composé testé. La fraction F9 (12,5 pg. mL™) de W. indica (Madagascar) a été

utilisée comme contr6le positif.
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Figure 32- Liste des alcaloides quinoléiques isolés de W. indica (Niger) pour évaluation antivirale contre ZIKV et DENV

Les résultats ont montré qu’uniquement la waltherione C présente un effet antiviral en
inhibant de 60% I’infection (Figure 33). En comparant avec les autres molécules, la
waltherione C posséde une structure cyclique assez stable et compacte avec une conformation

fixe au contraire des waltheriones ouvertes (Figure 32).
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Figure 33- Criblage antiviral des alcaloides quinoléiques isolés de W. indica (Niger)

Les cellules A549 ont été infectées par ZIKVgep @ une MOI =2 et traitées simultanément avec la concentration 12,5 uM de
chaque composé et 12,5 pg. mL™ pour la fraction F9 pendant 24 heures. Le pourcentage de cellules exprimant la
fluorescence de GFP est défini par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes (n=3) et en pourcentage relatif du contrdle infecté non traité par composé. Des analyses statistiques ont été
effectuées a 1’aide d’une analyse ANOVA unidirectionnelle et du test de Dunnett pour des comparaisons multiples
(***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns = non significatif)

V-3-1. Caracterisation de [’activité antivirale de la waltherione C

Par la suite, les évaluations de la cytotoxicité a 72h de traitement et de I’activité
antivirale dose-dépendante de la waltherione C ont été réalisées avec une gamme de
concentrations de 1,5 nM a 12,5 uM (Tableau 29). Les résultats ont permis de déterminer la
concentration cytotoxique a 50 % de 0,54 uM aprés un traitement de 72 h sur les cellules
A549. Cette valeur de CCsy est également tres proche de la valeur de sa concentration
inhibitrice de 50% de I’infection (Clsp) donnant un SI = 1,04.

Le traitement des cellules A549 avec la waltherione C a montré une inhibition de plus
de 90% de I’activité mitochondriale a une concentration supérieure de 1 uM (Figure 34). Il est
indispensable de noter que la waltherione C commence a perdre son potentiel antiviral au-dela
de cette concentration. Ces résultats indiquent que 1’activité antivirale de la waltherione C

provient probablement de son effet cytotoxique.
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Figure 34- Evaluation de la cytotoxité et de 1’activité antivirale de la waltherione C contre ZIKV

(A)Les cellules A549 ont été incubées avec les différentes concentrations de la waltherione C pendant 72h. La viabilité
cellulaire a été déterminée a 1’aide de 1’activité métabolique au moyen d’un essai de MTT. (B) Les cellules A549 ont été
infectées par ZIKVgr (MOI = 2) et traitées avec la waltherione C pendant 24h. Le pourcentage de cellules GFP-positives a
été déterminé par cytométrie en flux. Les CCx et les Cls ont été déterminées par des courbes de régression non linéaire. Les
données sont exprimées en moyenne + SEM des trois expériences indépendantes (n=3)

Tableau 29- Evaluation de la cytotoxicité et de I’activité antivirale de la waltherione C contre ZIKV

CCs, (72h) Cls SI (72h)

Waltherione C 0,54 +£7,81 uM 0,52 +13,13 yM 1,04

Les CCs et les ICs ont été déterminées par des courbes de régression non linéaire. * Concentration cytotoxique a 50%, ® Concentration
inhibitrice de I’infection de 50%; © indice de sélectivité (CCso/Clso)

En résumé, la waltherione C, un alcaloide quinoléique isolé de W. indica (Niger), a
montré un effet modéré contre ZIKV. L’évaluation de la cytotoxicité de cette molécule sur les
cellules A549 a montré que cette propriété antivirale est la conséquence de son effet
cytotoxique. Ainsi, il est possible d’en déduire que les molécules responsables de ’activité
anti-ZIKV et anti-DENV de W. indica (Madagascar) ne sont pas éventuellement ces
waltheriones testées dans cette étude. Il se peut que ce soit d’autres analogues de waltheriones

ou méme d’autres familles de métabolites secondaires.
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B. Etude de la relation entre la structure chimique des flavonols et

leurs activités antivirales

Plusieurs études ont montré I’activité anti-ZIKV et anti-DENV de divers métabolites
secondaires appartenant a la famille des alcaloides, des composés phénoliques, des
triterpénes. Dans le cadre de ma these, je me suis focalisée uniquement sur 1’étude des
structures flavonoidiques incluant les compétences et les objectifs du Laboratoire
International Associé (Ranarijaona et al., 2021). D’autant plus qu’ une étude antivirale contre
ZIKV avec I’isoquercitrine a déja été réalisée avec 1’équipe de ’'UMR PIMIT (Gaudry et al.,
2018).

Gaudry et ses collaborateurs ont démontré que 1’isoquercitrine exerce une activité
antivirale agissant sur I’entrée du ZIKV en empéchant 1’étape internalisation. Par contre, leurs
études ont également mis en évidence que I’hypéroside et la quercétine (Figure 35) sont

inactifs contre ZIKV (Gaudry et al., 2018).

En terme de caractére hydrophile, I’isoquercitrine s’avere étre plus polaire et possede
une affinité plus €élévée avec I’eau que les deux autres. Ainsi, On suppose I’importance du

caractére hautement hydrophile du noyau quercétine pour avoir I’activité antivirale.

(0N
Gala

OH O

Isoquercitrine Hypérine

Quercétine

Figure 35- Structures chimiques de la quercétine, 1’isoquercitrine et I’hypérine

Pour confirmer notre hypothése sur I’influence de la polairité sur 1’effet anti-flavivirus,

deux méthodes ont été appliquées :

attacher une entité hydrophobe sur la quercétine donnant de molécules peu polaires

- attacher un substituant hydrophile donnant des molécules polaires

125



|. Synthése des dérivés peu polaires de la quercétine : alkylés et acétylés

Pour synthétiser des dérivés peu polaires de la quercétine, on a opté pour 1’O-

alkylation et 1’O-acétylation.

I-1. O-Alkylation de la quercétine

La reaction par catalyse acide (Schéma 8) a été effectuée dans un tube scellé a 65°C,
en présence de ’acide sulfurique concentré et du butanol comme réactif pendant 24 heures
(Schéma 8). En suivant la réaction par chromatographie sur couche mince, la quercétine n’a
pas réagi malgré 1’optimisation des parametres de la réaction tels que la température (jusqu’a

75°C), le taux d’acide et la durée de la réaction (jusqu’a 48 heures).

OH
HO 0 | O on <Svﬁ \
l OH H2W0h

Schéma 8- Catalyse acide avec la quercétine

Pour la catalyse par transfert de phase, le bromure d’alkyle a été utilis¢é comme
réactif. Elle suit le mécanisme de Williamson dans laquelle la substitution nucléophile est
réalisée a partir d’un alcool et d’un halogénoalcane. La réaction a été réalisée en présence de
carbonate de potassium (K,COs3) et du tétrabutylammonium hydrogénosulfate dans 1’éthanol
(Schéma 9).

Le premier essai de synthese a été effectué avec le 2-bromobutane (Schéma 9). La réaction a
fonctionné mais elle n’a pas €té sélective et a fourni plusieurs produits. La réactivité est due a

la présence de 5 groupements -OH dans la molécule.

Le mélange brut des produits de la réaction a été testé contre ZIKV. Mais il n’a pas présenté

d’activité antivirale.
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Schéma 9- Catalyse par transfert de phase avec la quercétine et le bromobutane

Pour faciliter la mise en ceuvre de la réaction et afin d’avoir une bonne sélectivité, on a
procédé a des réactions d’éthérification avec les conditions de la réaction de Mitsunobu.

Dans ce cas, la réaction a été effectuée avec un alcool (Schéma 10).

(0]
OH  Et—OH >0
DEAD/PPh:, HO 0H — . NHNH —
OH + OPPh; + 0%0

t°amb/ 24h
CH,Cl,

Schéma 10- O-Alkylation de la quercétine par 1’éthanol selon la réaction de Mitsunobu

Le rendement obtenu est satisfaisant avec une valeur de 65%. La structure de la

molécule a été confirmée par analyse des spectres RMN *H et *3C (Annexe 7).

Néanmoins, I’évaluation de son activité antivirale contre ZIKV a donné des résultats négatifs
(Tableau 30). Ces résultats nous ont permis de déduire que 1’éther éthyloxyquercétine ne
posséde pas une activité antivirale. Il faut confirmer cette hypothese en essayant de tester

d’autres dérivés étherés.

Tableau 30- O-Alkylation de la quercétine par I’éthanol selon la réaction de Mitsunobu

Entrée Ether Rendement isolé Test anti-ZIKV

65% Inactif

En collaboration avec 1’unité de recherche UMR ICBMS, quelques dérivés étherés (O-
alkylés) de la quercétine ont été synthétisés (Tableau 31). Les composés ont été criblés contre
ZIKV a une concentration égale & 50 puM sur des cellules A549. L’isoquercitrine est utilisée

comme controle positif.
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Tableau 31- Evaluation de I’activité antivirale des dérivés éthers de quercétine

Entrée Ether Test anti-ZIKV

OH

OH
Positif
ICs = 8,97 + 1,14 pM

Isoquercitrine HO ° CCso > 400 £ 10 pM
| SI=44,6
OGlu

OH o
OH
HO o O
OH
2 O | Négatif
OMe
OH O
3-O-méthylquercétine
OH
MeO o O
OH
3 O | Négatif
OMe

OH O
3,7-O-diméthylquercétine

OMe
MeO o ‘
OH
4 O | Négatif
OMe

OH o

Négatif

OH o
3,3°,4’,7-O-tétraméthylquercétine

OMe
MeO. o ‘
OMe
6 | Négatif
OMe

OMe o
3,3°,4°,5,7-O-pentaméthylquercétine

OH
BnO o O
OH
7 | Négatif
OH

OH o
7-O-benzylquercétine

BnO (o)
8 O | Négatif
OH (o]
4°,7-O-dibenzylquercétine
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HO (0]
9 O | Négatif
OH

HO O
10 O | Négatif
OMe

O Ph
1 O | Négatif
OMe

0 Ph
>< Positif
o P ICso = 4,98 + 8,74 M

CCSO =52,34+7.81 |JM
oM SI=10,5
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=

@
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o
o©

0 Ph
BnO (o] 0><Ph
13 O | Négatif
OBn
OH

Les tests antiviraux ont rapporté qu’aucune des dérivés alkylés seuls ne présentent une
activité anti-ZIKV. Les dérivés O-méthylés, O-éthylés et O-benzylés de la quercétine testés
n’inhibent pas I’infection des cellules A549 par le ZIKV.

La substitution du glucose en 3 de I’isoquercitrine en méthyl a éliminé ’activité
antivirale contre ZIKV (cas du composé 2). Comme il a été déja demontré que I’isoquercitrine
possede des activités contre ZIKV, les résultats obtenus permettent de confirmer le réle du
groupement OH ou des substituants portant des OH en position 3. 1l en est de méme pour les
autres groupements OH en 7 (cas du composé 7) et en 3’, 4’ (cas des composés 4, 5, 6 et 8).
Pour définir le réle du groupement OH en 5, des évaluations antivirales supplémentaires avec
d’autres substituants O-alkylés uniquement en cette position est nécessaire. En conclusion, les
groupements OH libres ou des substituants portant des OH libres peuvent potentiellement étre

responsables de 1’activité anti-ZIKV.

Néanmoins, un résultat positif contre ZIKV a été observé avec le composé 12 ou tous
les OH sont protégés. Il présente une valeur quatre fois moins importante (SI =10,5) par

rapport a celle de I’isoquercitrine (SI = 44,6) (Tableau 31).
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I-2.  Dérivés O-acétylés de la quercétine

A part les O-alkylés de la quercétine, les dérivés O-acétylés ont été également
synthétisés et testés contre ZIKV (Tableau 32).

Tableau 32- Evaluation antivirale de dérivés O-acétylés de quercétine contre ZIKV

Entrée Ether Test anti-ZIKV
O OAc
AcO (o) OAc
14
OAc
(o]

OAc
3,3°,4’,5,7- pentaacétylquercétine

OBn
BnO o
OAc
15 O | Négatif
OAc
o

OAc
3,3’,5-triacétyl-4’,7-O-dibenzylquercétine

OAc
BnO (o) ‘
OAc
16 O | Négatif
OBn
o

Négatif

OAc
3’,4’,5-triacétyl-3,5-O-dibenzylquercétine
OAc
BnO. o ‘
OAc
17 | Négatif
OAc
OAc O

3,3°,4’,5-tétraacétyl-7-O-benzylquercétine

Les résultats ont montré que le dérivé acétylé seul (composé 14) et les dérivés éthers
acetylés de la quercétine (composés 15, 16 et 17) ne présentent aucune activité contre ZIKV
(Tableau 32). On suppose que les groupements acétyles entravent 1’activité antivirale parce
qu’ils ne portent pas des hydrogenes labiles pouvant participer a la formation des liaisons

avec la cible.

I-3. Caractérisation de I’activité antivirale du composé (12)

En analysant la structure de la molecule (12) qui est apparue active contre ZIKV, on
constate qu’elle est peu polaire et moins hydrophyle par rapport a la quercétine. Ces résultats

indiquent qu’un dérivé peu polaire de la quercétine pourra également avoir un effet antiviral
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contre ZIKV et contredisent notre hypothese de départ. Toutefois, il est possible que le

mécanisme d’action antiviral du composé (12) soit différent de celui de I’isoquercitrine.

Ainsi, une étude comparative du mécanisme d’action du composé 12 (6,25 uM) avec
I’isoquercitine a été menée (Figure 36). L’isoquercitrine (6,25 UM) est utilisée comme
référence et controle positif. Les résultats ont montré que contrairement a 1’isoquercitrine, ce
composé inhibe les phases tardives du cycle viral. Son taux d’inhibition est identique (environ

60% d’inhibition) lorsqu’il est ajouté avant ou apres 1’adsorption du virus (Figure 36 B).
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Figure 36- Mécanisme d’action antiviral du composé (12) lors du cycle de ZIKV.

La représentation schématique des différents protocoles d’addition des composés lors de I’infection sont représentés en (A).
La fleche colorée indique la présence des composés (B) Analyse par cytométrie en flux 24h post infection de 1’expression de
la protéine GFP, sous les conditions expérimentales montrées en A. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM de trois
expériences indépendantes (n=3). Des analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide d’une analyse ANOVA
unidirectionnelle et du test de Dunnett pour des comparaisons multiples (***p<0,001 ; ****p<0,0001)

Pour savoir si I’effet antiviral de la molécule (12) au niveau des phases tardives
n’impacte pas la réplication cellulaire, une évaluation de son effet anti-prolifératif sur les
cellules A549 a été réalisée pendant 72 heures de traitement. Les résultats ont demontré que le
composé (12) n’influence pas la croissance cellulaire (Figure 37). Ainsi, son fonctionnement
antiviral pourra cibler une protéine virale ou une protéine cellulaire spécifique qui est
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indispensable au ZIKV pour entrer et se répliquer dans les cellules. Vue la structure
volumineuse du la molécule, un encombrement stérique (deux noyaux benzéniques) est

probablement a 1’origine de ce phénomene.
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Figure 37- Evaluation de I’effet anti-prolifératif du composé (12)

Les cellules A549 ont été incubées avec le composé 12 (6,25 uM) pendant 72h. Le nombre d’événements cellulaires a été
déterminé par cytométrie en flux. Les données sont exprimées en moyenne + SEM des trois expériences indépendantes (n=3),
Des analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide d’une analyse ANOVA unidirectionnelle et du test de Dunnett pour des
comparaisons multiples (ns = non significatif)

L activité antivirale du composé (12) contre le virus de la dengue a été également
évaluée. Ainsi, les cellules Vero ont été infectées par DENV-1 (isolat clinique responsable de
I’épidémie de dengue circulant sur I’7le de La Réunion) pendant 72h et traitées simultanément
par les différentes concentrations du composé (12) (6,25 UM a 50 puM). L’isoquercitrine (6,25
UM a 50 uM) a été utilisé comme contréle positif. L’effet antiviral a été quantifié en titrant les
particules infectieuses relarguées dans le surnageant par la technique de plage de lyse. Les
résultats montrent que 1’isoquercitrine réduit la progénie virale de DENV de 2,5 log a 50 uM
(Figure 38). Le traitement avec le composé 12 a montré une diminution significative de 2 log
a la concentration non cytotoxique (25 puM) (Figure 38). Au total, ces données démontrent que
ces flavonoides sont capables d’inhiber efficacement I’infection par le ZIKV et le DENV in

vitro comme le cas de baicaline et baicaléine (Oo et al., 2019).
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Figure 38- Activité antivirale de I’isoquercitrine et du composé (12) contre le sérotype DENV-1 isolé lors de 1’épidémie a La
Réunion.

Les cellules Vero ont été infectées (MOI = 2) et incubées continuellement avec différentes concentrations des composes (6,25
UM a 50 pM). La production de la progénie de DENV-1 a été quantifiée par titrage de lyse. Les données représentent en
moyenne + SEM des deux expériences indépendantes (n=2) et en pourcentage relatif du contrdle infecté non traité par un
composé. Des analyses statistiques ont été effectuées a ’aide d’une analyse ANOVA unidirectionnelle et du test de Dunnett
pour des comparaisons multiples (*p<0,1 ; **p<0,01 ; ***p<0,001; ns = non significatif)

Il. Synthése des dérivés polaires de la quercétine

[1-1.  Dérive polyoxyethylené

La syntheése a pour objectif d’attacher une entité possédant une hydrophilie et une
polarité similaire a celle du glucose. Pour ce faire, nous avons effectuée la réaction de
Mitsunobu utilisant le polyéthyléneglycol comme réactif (Schéma 11) a cause de sa solubilité
élevée dans I’cau (Balés, 2014). La sélectivité de la réaction nous a permis d’attacher le
tétraéthyleneglycol sur un seul groupement de la quercétine. Il est fort probable que la
substitution a été effectuée sur le OH en 7 compte tenu de son acidité élevé. Son emplacement
lui permet également d’étre le groupement OH le plus accessible. Par contre, le rendement pur
est assez faible (22%).

Il s’agit d’une premiere réaction spécifique et sélective avec la quercétine. Toutefois,
des optimisations de paramétres de réaction doivent étre réalisées pour valoriser cette

méthodologie.
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Schéma 11- Réaction de Mitsunobu avec la quercétine et le tétraéthyleneglycol

Méme si nous avons esperé avoir une substitution sur la position 3, cela ne s’est pas
réalisée a cause d’un encombrement stérique a cette région. Et comme la position 7 est facile
d’acces, le tétraéthyleneglycol volumineux, se fixe potentiellement a cet endroit. Apres
purification, le produit synthétisé (50 uM) a été testé contre ZIKV sur les cellules A549. Les
résultats ont montré que cette molécule ne présente pas d’activité antivirale (Tableau 33). Ce
résultat peut étre potentiellement expliqué par le fait que le polyéthyléne glycol est trop

encombrant et ne possede pas des hydrogénes acides.

Comme indiqué auparavant, les études de Gaudry et.al montrent ’activité antivirale de
I’isoquercitrine a la différence de I’hypéroside. Ainsi, I’hypothése de cette étude concerne
I’importance du caractére hydrophile du glucose sur I’effet antiviral. Effectivement, le glucose
est largement hydrophile (Log P = -3,6) (Mazzobre et al., 2005; Mohan et al., 2015; FooDB,
2019b) par rapport au galactose (Log P = -2,6) (FooDB, 2019a) qui est le sucre attaché a
I’hypéroside. Or, les résultats obtenus ne confirment pas cette approche posee. Néanmoins, il
faut pouvoir instaurer un substituant trés polaire sur la position 3 de la quercétine pour écarter

définitivement cette hypothese.

Tableau 33- Réaction de Mitsunobu avec la quercétine et le tétraéthyleneglycol

Entrée Composé Rendement isolé Test anti-ZIKV

OH O

18 | 22% Négatif

HO\/\’O\/\O/\/O\/\O O o O OH

OH

[1-2.  Dérivés glycosylés

Pour confirmer I’hypothése sur I'importance d’un substituant polaire et hydrophile
dans D’activité antivirale d’un dérivé de la quercétine, des dérivés glycosylés ont éte testés

contre le virus zika et le virus de la dengue.
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Selon la littérature, 1’isoquercitrine inhibe 1’infection de ZIKV au contraire de son noyau
quercétine (Figure 39) (Gaudry et al., 2018). Ainsi, une autre approche supplementaire visant
a démontrer I’importance d’un substituant sucre sur le noyau quercétine a été prise en compte

avec ces types de molécules.

\
OH O Glc

Quercétine Isoquercitrine

Figure 39- Structures chimiques de I’isoquercitrine et de la quercétine

11-2-1. Les deérivés C-glycosylés

Afin de confirmer et de comprendre le réle d’un substituant sucre dans 1’activité
antivirale des flavonoides, un criblage anti-ZIKV sur les cellules A549 a été réalisé avec 20
flavones C-glycosylées (50 uM) (Figure 40) en collaboratOion avec le laboratoire CASYEN
de 'ICBMS de I’Université de Lyon. Les résultats ont montré que ces molécules n’ont aucun
effet antiviral. Cela nous a permis d’écarter les squelettes flavoniques de type C-glycosylés

(Figure 40) de notre étude de relation structure-activité.
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Orientine Isoorientine

Vicenine 3 8-C-galactosyl-6-C-arabinosyl
apigénine

6-C-xylosylapigénine 8-C-glucosyl-acacetine 6-C-glucosyl-acacetine Di-C-glucosyl-acacetine

Vitexine

Figure 40- Liste des flavones C-glycosylés pour le criblage anti-ZIKV

Les C-glycosides testés sont des flavones (sans OH en 3) dont les H6 et/ou H8 sont
susbtitués par des unités de sucres. Il sera dorénavant intéressant de faire un dépistage anti-

ZIKV avec des flavonols C-glycosylés pour la remise en question de ces résultats négatifs

Pour la suite de mes travaux de recherche, seule 1’étude sur les dérivés glycosylés de

flavonols a été développée.

11-2-2. Les dérivés O-glycosylés

Dans la recherche des molécules antivirales, des flavone et flavonol O-glycosylés ont
déja été mis en évidence comme anti-ZIKV et anti-DENV en citant la baicaline (flavone,
Figure 41) (Oo et al., 2019) et I’isoquercitrine (Gaudry et al., 2018). Ainsi, il est probable que
le substituant sucre rattaché sur un des OH de ces flavones/flavonols favorise leur activité

antivirale. Dans le but de valider cette approche, des questions ont été posees :

- Est-ce que la nature du sucre attaché pourra influencer 1’effet inhibiteur du flavivirus ?
- Est-ce que la position du sucre pourra orienter 1’activité antivirale ?

- Est-ce que le nombre de sucres attachés pourra impacter la propriété anti-ZIKV ou
anti-DENV ?
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HO

Isoquercitrine Baicaline

Figure 41- Structures chimiques de I’isoquercitrine et de la baicaline

Pour répondre a toutes ces questions, quelques flavonols O-glycosylés et des
analogues de I’isoquercitrine synthétiques ont été évalués contre ZIKV_ Dans cette étude, les
30 dérivés O-glycosylés ont été classes dans deux catégories : les O-glycosides avec des OH

libres et les O-glycosides avec des OH substitués.

c) Les O-glycosides avec des OH libres

Les flavonols O-glycosylés utilisés sont listés sur le tableau 34. L’évaluation anti-

ZIKV a montré que seule 1’isoquercitrine bloque I’infection par le virus.

Tableau 34- Liste des flavonols O-glycosylés avec des OH libres pour le test anti-ZIKV

R3 R5 R7 R3’ R4’
Isoquercitrine O-Glc OH OH OH OH
Hypérine O-Gala OH OH OH OH
Quercimeritrine OH OH 0-Glc OH OH
Quercétine 0O-Glc OH OH OH O-Glc
diglucoside
Astragaline O-Glc OH OH H OH

Ces résultats confirment 1’hypothése posée sur :

- I’influence de la nature de sucre dans le potentiel antiviral comme le cas de
I’hypéroside et de I’isoquercitrine (Tableau 34). Sur la méme position 3,
I’hypéroside est substituée d’un galactose tandis que I’isoquercitrine contient un

glucose. La solubilité est un des paramétres lies a ce phénomene.
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la nécessité d’avoir des groupements OH- libres dans les positions 5 et 7. Donc
I’emplacement du sucre en ces régions ne sont pas compatibles avec 1’activité

antivirale. C’est le cas de la quercimeritrine avec un glucose en position 7

I’importance de 1I’emplacement de la liaison glucosidique en position 3 par rapport
aux autres groupements hydroxyles comme le cas de la quercimeritrine avec un
glucose en position 7. Cette position se différencie des autres positions & cause de
la fonction carbonyle en 4. La présence de ce groupement fonctionnel C=0 pourra
permettre a la molécule d’intéragir avec l'atome de cuivre de I'enzyme quercétine
2,3-dioxygénase. Ce qui va engendrer par la suite la rupture rapide et facile de 1’O-
hétérocyle pour une métabolisation de la molécule en dérivés esters et acides
carboxyliques (Steiner et al., 2002) (Figure 46). En paralléle, la double liaison
(2,3) est également spécifique en assurant la délocalisation des électrons m entre les
cycles B et C (Figure 46) (van Acker et al., 1996). Toutes ces conditions réunies
contribuent & apporter a la quercétine une activité antioxydante plus importante par
rapport aux autres flavonoides (Trouillas et al., 2006). 1l se peut que ce méme

mécanisme entre en jeu dans I’activité antivirale spécifique de 1’isoquercitrine.

I’importance de I’OH en 3’ comme le cas de 1’astragaline qui est dehydroxylé. La
fonction catéchol consititue les deux groupements hydroxyles en position 3’ et 4°.
Elle est principalement associée a 1’activité antioxydante de certains flavonoides
tels que la quercétine, la taxifoline et la catéchine (Nile et al., 2017; Shubina et al.,
2021). La présence d’un groupement méthoxyle en position 4' (hespérétine) ou
I'absence du groupement hydroxyle en position 3' du cycle B (naringénine)
entraine une diminution significative de I’effet antioxydant (Shubina et al., 2021).
Ces observations se concordent aux résultats obtenus pour mon étude, la fonction
catéchol libre sur le noyau B semble partiellement étre responsable de 1’inhibtion

de I’infection.

En ce qui concerne le nombre de sucre avec la quercétine 3,4’-O-diglucoside, on ne peut pas
tirer de conclusion généralisée puisqu’ il exixte deux possibilités : soit ¢’est le —OH en 4’ non
libre, soit c’est le sucre encombrant la structure qui sont a 1’origine de ce résultat négatif. Par

conséquent, des investigations sur d’autres structures seront nécéssaires.
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d) O-glycosides avec des OH substitués

Comme les autres dérivés étherés et acetylés, ces analogues glycosylés de la

quercétine/ isoquercitrine ont été synthétisés en collaboration avec le laboratoire CASYEN de

I’ICBMS de I’Université de Lyon. Les composés testés sont résumés dans le tableau 35 ainsi

que les résultats de leur évaluation antivirale contre ZIKV,

Tableau 35- Evaluation de I’activité antivirale des flavonols O-glycosides avec des OH substitués contre ZIKV

Entrée Composé Test anti-ZIKV
0><Ph
GIcAcO O o Ph
19 O | Négatif
OAcGlc
OH O
o><Ph
HO o o ph
20 O | Négatif
0Glc
OH O
O  Ph
MeO o o><ph
21 O | Négatif
OMe
o o
GlcAc”
O Ph
Glco o °><Ph
22 O | Négatif
OMe
OH O
O Ph
MeO ) 0><ph ICso = 12,21 UM
23 O | CCsp = 60,21 UM
OMe SI=49
OGlc O
OH
MeO o O oH
24 O \ Négatif
OMe
o o
GlcAc”
l OH
25 OH Négatif

139



OMe
MeO o) ‘
26 O | OAcGlc
OH

MeO o
27 O |
OMe
l OMe
Meo © OMe IC50=41,84+12,12 uM
28 ‘ CCsy = 66,89 + 24,49 uM
OMe SI=1,6
(0]
MeO o)
OMe
HO
30 O | Négatif
MeO (o)
31 O | Négatif
OMe

OMe O

Négatif

Négatif

Négatif

Durant ’expérience avec ces analogues, nous avons constaté que tous les composés
avec le catéchol protégé ont des difficultés a se solubiliser dans le milieu de culture cellulaire.
Ce phénomene a probablement perturbé les résultats des tests antiviraux. Premierement,
I’importance du groupement hydroxyle en position 3’ de 1’isoquercitrine est confirmée avec le

résultat négatif obtenu avec le composé 20 ou la fonction catéchol est protégée (Tableau 35).

Par contre, le composé 23 présente une activité anti-ZIKV (SI = 4,9) malgré que tous ses —OH
sont substitués. Il est a noter que cette molécule se trouve légérement cytotoxique avec un
CCso = 66 UM (Tableau 35). En outre, son potentiel antiviral reste faible (10 fois moins) par
rapport a I’isoquercitrine avec un Sl = 4,9. Fait intéressant, la structure du compose 23 se
différencie du composé 12 par la substitution d’un glucose en position 5-OH au lieu d’un

méthyl (Figure 42). En comparant leur index de sélectivité, le composé 12 s’avére étre le plus
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actif. On peut en déduire que la nature du substituant en position 5-OH peut impacter

’activité antivirale de ce type de composés.

OMe O OGlc O
Composé 12 Composé 23
SI=10,5 SI=4,9

Figure 42- Comparaison des structures chimiques et de 1’activité antivirale des composé 12 et 23 contre ZIKV

Le composé 25 possede la méme structure de base que le composé 23 mais avec I’unité
catéchol déprotégée, on observe une perte de 1’activité antivirale (Tableau 35). Ce résultat
indigque que la protection et la déprotection de la fonction catéchol pourra impacter 1’effet

antiviral.

Les analogues avec du glucose ou du glucose acétylé en position 3’-OH (composés 26 et 27),
en 4’-OH (composeés 30 et 31) restent inactifs contre ZIKV.

Par ailleurs, le composé 28, avec un glucose acétylé en position 5 montre une faible activité
anti-ZIKV (Sl = 1,6) (Tableau 36). Au contraire, le composé 29 avec un glucose non acétylé
en cette position 5 ne présente pas un effet antiviral (Tableau 36). Il est a noter que tous les
autres OH de ces composés sont substitués par des méthoxyles. Ce qui explique que I’activité
antivirale du composé (28) reste trés faible et peut potentiellement provenir de son effet

cytotoxique.

En résumé, ces composes testés contiennent des groupements non protiques en
position 3 et/ou en 3’ les rendant inactifs contre le virus. Pour le composé 23 qui a montré une
activité antivirale modérée, il est encore difficile de donner des explications. Probablement, il
doit avoir une unité structurale formant des liaisons non covalentes avec les protéines
cellulaires et/ou virales interférant avec la réplication du virus. Avec ces résultats, le réle de la

fonction catéchol dans 1’effet antiviral ne peut pas encore étre défini.
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Dans I’ensemble, les résultats ont mis en évidence deux nouveaux dérivés de la
quercétine présentant une activité antivirale : les composés (12) et (23). En comparaison avec
I’isoquercitrine, leur potentiel antiviral reste faible, ce qui est probable en tenant compte de la
différence au niveau de leur structure. Une étude mécanistique a révélé que le compose (12)
agit a la fois au niveau de I’entrée et de la réplication virale. En outre, les données obtenues
ont permis de valider a moitié 1’hypothése indiquant I’importance d’une entité polaire sur
I’effet antiviral d’un dérivé de la quercétine. Cette eétude a également démontré le potentiel
antiviral intéressant de I’isoquercitrine par rapport aux dérivés de la quercétine. 1l a
également été constaté que son effet antiviral doit obéir a quelques conditions : a) la nature du
sucre ne peut pas étre changée : le glucose est indispensable, b) la liaison glucosidique en
position 3 est primordiale a son effet ¢) le groupement hydroxyle en position 3’ doit étre libre,
accessible et non encombré par rapport aux substituants en 4’. Par conséquent, des
investigations supplémentaires sont nécessaires pour bien identifier les pharmacophores
responsables de I’activité antivirale de 1’isoquercitrine et pour apporter plus de précision sur

son mécanisme d’action antiviral.
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Conclusion générale et perspectives
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Mes travaux de recherche s’attachent a I’identification des antiviraux, d’origine
naturelle, de structures diverses contre les flavivirus d’intérét médical ZIKV et DENV. En
I’absence de traitements spécifiques ou de vaccins contre le zika et la dengue, ces deux
arbovirus sont apparus comme un grave probleme de santé publique qui affecte actuellement

des millions de personnes (Bos et al., 2018; Ferraris et al., 2019)

La thése est constituée de deux parties. La premiére partie consiste a identifier dans la
biodiversité végétale malgache des molécules bioactives capables d’inhiber 1’infection virale
par la dengue. La deuxiéme partie concerne le développement des subtances antivirales a
partir des dérivés de flavonoides qui constituent les produits naturels les plus abondants dans
les sous-produits de transformation des plantes malgaches. Dans ce cadre, 1’étude se focalise
principalement sur les dérives de la quercétine, connus comme potentiels agents antiviraux,

afin de faire émerger une relation entre leur structure chimique et leur effet antiviral.

I. Caractérisation des plantes médicinales malgaches actives contre ZIKV et
DENV

Pour mener mes travaux de recherche, 17 plantes médicinales ont été sélectionnées
selon la base d’une enquéte ethnobotanique. Les essais virologiques ont permis d’identifier
trois plantes actives, S. ericoides, S. inuloides et W. indica, contre les deux souches ancestrale
et épidémique ZIKV et le virus de la dengue. L’analyse approfondie de leur mécanisme
d’action a des doses non cytotoxiques a montré que les trois especes interagissent au niveau
des phases précoces du cycle viral. En effet, le test d’inactivation a révélé que S. ericoides est
capable de neutraliser I’infectivité virale. Ce mode d’action antivirale ressemble a celui
observé avec les plantes testées auparavant comme A. theiformis, P. mauritianium, D.
apetalum (Clain et al., 2018, 2019 ; Haddad et al., 2019). Par ailleurs, ce mécanisme d’action
a ¢t¢ décrit pour certains polyphénols comme I’EGCG, la curcumine, la delphinidine qui ont
un large spectre d’action contre divers virus enveloppés (Carneiro et al., 2016; Sharma et al.,
2017; Vézquez-Calvo et al., 2017; Balasubramanian et al., 2019). En addition, 1’analyse
phytochimique de S. ericoides a mis en exergue une composition riche en composes
phénoliques et en flavonoides. On peut déduire qu’un ou plusieurs de ces molécules peuvent
agir en tant qu’antiviral via un mécanisme similaire a celui de ’EGCG. Concernant S.
inuloides, I’extrait inhibe 1’entrée du virus par la prévention de la liaison virale a la surface de

la cellule hote. La caractérisation chimique de cette plante a révélé la présence exclusive d’un
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cluster de flavonoides O-glycosides. Il est possible que le mécanisme d’action antivirale de la
plante soit associé a la présence de cette famille de molécules. Une étude in vitro a indiqué
que I’isoquercitrine (flavonol-O-glycoside) inhibe I’entrée virale de ZIKV (Gaudry et al.,
2018).

Pour W. indica, I’extrait cible a la fois I’entrée et la réplication virale. Des résultats similaires
ont été rapportés avec S. baicalensis (Zandi et al., 2013). Au niveau de I’entrée, 1’extrait
inactive directement la particule virale évitant 1’attachement aux récepteurs cellulaires.
Plusieurs etudes ont montré que les substances naturelles dérivées des plantes agissent
principalement sur les premieres phases du cycle infectieux du ZIKV ou du DENV (Clain et
al., 2018, 2019; Haddad et al., 2019a, 2019b, 2020). Différentes molécules naturelles ont déja
révélé des activités anti-flavivirus au niveau des phases tardives du cycle viral a savoir des
terpénoides (Yao et al., 2018 ; Chavda et al., 2022), des acides phénoliques (Bourjot et al.,
2012b; Lim et al., 2017) des chalcones (Kiat et al., 2006; Lim et al., 2017). De la méme
maniére, des anticancéreux inhibant spécicifiguement des protéines ou des processus
cellulaires, ont révélé une activité antivirale indirecte comme le silvestrol sur les cellules
A549 (Elgner et al., 2018). Une tentative de fractionnement bioguidé a ét¢ menée sur 1’extrait
de W. indica pour isoler les subtances actives mais malheureusement cette étape n’est pas
finalisée. Cette séparation bioguidé a mis en évidence trois fractions actives parmi les 11
obtenues : F5, F9 et F10. L’analyse HRMS de la fraction F9 présentant la meilleure activité
antivirale (SI = 9,5) a permis de générer un réseau moléculaire. En comparaison avec la
littérature, ce réseau moléculaire a indiqué la présence des alcaloides quinoléiques comme les
waltheriones. En collaboration avec 1’Université de Genéve, [’activité antivirale des
waltheriones isolés de W. indica de Niger a été évaluée. Seule la waltherione C a montré une
activité antivirale modérée contre ZIKV (Sl = 1,04) a cause de son effet cytotoxique sur les
cellules A549. Ces données indiquent que les molécules bioactives dans la fraction F9 ont des
structures différentes ou des structures isomeéres des waltheriones que j’ai testées. Il est a
noter également que certains clusters du réseau moléculaire de la fraction F9 n’ont pas été
identifiés avec les bases de données en ligne. Ainsi, il est également possible que les
molécules bioactives de F9 appartiennent a d’autres familles de substances naturelles avec un

potentiel anti-flavivirus intéressant.
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L’évaluation de la toxicité in vivo de S. ericoides et S. inuloides a leur concentration
non cytotoxique, a rapporté aucun effet nocif dans la survie, 1’alimentation et le

comportement locomoteur des poissons zebres pendant 5 jours post-innoculation.

Pour conclure, selon nos connaissances, il s’agit de la premieére étude réalisée sur
’activivité anti-arbovirus des plantes malgaches. L’isolement et 1’élucidation structurale des
produits bioactifs issus des trois plantes sont dans les perspectives de ce travail. A partir des
molécules isolées et identifiées, la mise en place d’une étude de RSA pour comprendre et
améliorer leur activité est envisageable. En outre, une étude approfondie de leur mécanisme
d’action est également intéressante en particulier pour W. indica qui agit durant les phases

tardives du cycle du virus.

Il. Etude de la relation entre la structure chimique des dérivés de

flavones/flavonols et leur activité antivirale

Les plantes médicinales malgaches offrent une grande variété de substances naturelles
comme les composés phénoliques et les flavonoides pouvant étre exploités dans la chimie
médicinale. Ces métabolites secondaires sont largement abondants et courants dans la
majorité des espéces végeétales, dans les ingrédients alimentaires et méme dans les sous-
poduits de transformation de plantes malgaches (Rasoanaivo et al., 2014; Rabemahefa et al.,
2021; Ranarijaona et al., 2021). La recherche sur les flavonoides d'origine végétale prend un
intérét croissant en raison de leurs bienfaits polyvalents pour la santé humaine d’apreés les
résultats de diverses recherches épidémiologiques comme les maladies virales. Plusieurs
études ont souligné I’activité antivirale des flavones, flavonols et ses dérivés au niveau des
premiers stades de I’infection virale, des protéines virales ou méme dans la réduction de

I’inflammation causée par ces pathologies (Di Petrillo et al., 2022).

Une étude au sein de 'UMR PIMIT a montré le potentiel antiviral de 1’isoquercitrine contre
ZIKV sur différentes lignées cellulaires (SI > 20) (Gaudry et al., 2018). Par contre, cet effet
antiviral est absent avec la quercétine seule et son autre dérivé O-glycosylé (hypéroside).
Dans le but de comprendre et d’améliorer I’effet antiviral de l’isoquercitrine et d’autres
dérivés de la quercétine, un programme de synthése a été mis en place, afin de comprendre la
relation entre 1’activité antivirale et la structure chimique de ces molécules. L’approche
consiste & confirmer I’importance d’un substituant polaire et hydrophile sur le noyau

\

quercétine. Dans ce cadre, la stratégie de recherche s’est attachée a synthétiser et a

146



caractériser des dérivés peu polaires de la quercétine d’une part et des analogues polaires
d’autre part. En paralléle, on a défini des paramétres pour mieux comprendre I’influence de

I’entité glycosidique dans 1’activité antivirale de 1’isoquercitrine.

L’évaluation antivirale des dérivés peu polaires de la quercétine (dérivés O-alkylés et
O-acétyles) a montré un effet significatif avec une seule molécule qui est le composé (12)
(Figure 42) avec un Sl = 10,5. Ce composé (12) posséde un mécanisme d’action différent de
celui de I’isoquercitrine. Il agit durant les phases précoces et les phases tardives du cycle viral
sans impacter la croissance cellulaire. Le résultat observé est similaire a celui obtenu avec
berbérine (Ratanakomol et al., 2021). 1l a été démontré que cette derniére inhibe 1’infection de
la dengue par deux mécanismes différentes en inhibant directement le virion mais également

en agissant sur des phases tardives (Ratanakomol et al., 2021).

OH
g < 9
MeO Ph HO
RSO AR GOSN 0 S Gl
OH OMe (0)

OH O OMe O OH O

Quercétine Composé 12 Isoquercitrine

Figure 43- Structures chimiques de la quercétine, du composé 12 et de I’isoquercitrine

La majorité des dérivés O-alkylés et O-acétylés de la quercétine n’affectent pas 1’infection
virale. Premiérement, ces molécules restent moins polaires ainsi moins solubles dans 1’eau.
On a constaté que certains ont la difficulté de se solubiliser dans le diméthylsulfoxyde ou se
cristallisent facilement dans le milieu de culture. Cela pourra impacter leur adsorption dans
les cellules et freinent par la suite leur intéraction avec 1’agent pathogeéne. Deuxiémement, au
contraire de la quercétine et de 1’isoquercitrine, ces structures peu polaires ne portent pas des
hydrogenes labiles enlevant ainsi la possibilité d’une liaison hydrogéne avec une protéine
virale ou cellulaire. L’ensemble de ces résultats indique que les groupements OH libres ou des
substituants portant des OH libres sont indispensables pour un effet antiviral. Ce qui concorde
avec notre hypothése de départ sur I’impact d’une entité polaire et hydrophile dans I’activité

antivirale d’une molécule.
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Pour la caractérisation antivirale des derivés polaires de la quercétine, deux types de
structure ont été pris en compte : les dérivés non glycosilés et les dérivés glycosilés.

1) Dérivés non glycosilés

Les essais de synthese semblent étre compliqués en raison de la réactivité de la
quercétine avec ses 5 groupements OH et de sa difficulté a se dissoudre dans des solvants
organiques. Parmi les méthodes de synthése testées, la réaction de Mitsunobu nous a donné
une substitution sélective. On a pu ajouter un tétraéthylene glycol sur un seul groupement
hydroxyle avec un rendement assez faible. En raison de ’acidité élevée de 7-OH (Jurd, 1958),
il est fort probable que 1’étherification s’effectue sur cette position. Par contre, 1’évaluation
antivirale de ce composé synthétis€é n’a montré aucun effet. Certes, ce résultat contredit
I’hypothése fixé sur I’implication d’un substituant hydrophile dans I’effet antiviral. Il est a
remarquer que le tétraéthyleneglycol constitue un groupement volumineux encombrant la

structure chimique. En plus, il ne porte pas des groupements OH libres.
2) Les dérivés glycosilés

Les glycosides de flavonoides peuvent se trouver sous deux formes : C-glycoside et O-
glycoside. En collaboration avec le laboratoire ICBMS, une évaluation de ’activité antivirale
d’une vingtaine de flavones C-glycosydes a été entreprise et a mis en exergue 1’absence
d’inhibition. Dans ce cas, mon travail s’est concentré particuliérement sur les quercétines O-
glycosides. Une trentaine de dérivés O-glycosylés et analogues de I’isoquercitrine ont été
testés. Les résultats obtenus ont montré une molécule (composé 23) avec une activité
antivirale modérée (S1 =4,9). Ce composeé posséde une structure de base similaire au composé
(12) sauf par la présence du glucose en position 5 (Figure 44). Son effet antiviral peut
provenir de la protection de la fonction catéchol en tenant compte des résultats observes
(Figure 44). Toutefois, on ne peut pas tirer de conclusion sur I’impact de cette fonction
catéchol dans la conservation de I’effet antiviral des dérivés de la quercétine en raison des

résultats contradictoires observés.
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Figure 44- Comparaison des structures chimiques et de 1’activité antivirale des composés 12, 23 et 25

Les études avec les flavonols O-glycosides a permis également de sortir quatre points
essentiels au sujet des roles de certains substituants chimiques de 1’isoquercitrine dans son

effet antiviral contre le zika et la dengue.
- Le glucose est primordial a I’activité antivirale

Gaudry et ses collaborateurs ont montré que I’hypéroside (quercétin-3-O-galactose) ne
possede pas une activité antivirale contre ZIKV(Gaudry et al., 2018). Les résultats que j’ai
obtenus ont également révélé que la substitution du glucose par un autre groupement
chimique ou un autre sucre annule le potentiel antiviral de 1’isoquercitrine. Ainsi, le glucose
pourra jouer un réle important par une possible interaction spécifique durant le cycle viral
(Figure 45).

Hypéroside (inactif) Isoquercitrine (SI = 44,6)
Figure 45- Comparaison des stuctures chimiques et de 1’activité antivirale de I’hypéroside et de I’isoquercitrine

Des travaux de recherches ont montré que 1’isoquercitrine est plus biodisponible que la
quercétine et d’autres dérivés O-glycosylés chez des mamiféres (rats et chiens). Sa
biodisponibilité est similaire a celui du polyphénol EGCG qui a la capacité de passer a travers
plusieurs types de tissus organiques (Moon et al., 2008; Reinboth et al., 2010; Valentova et
al., 2014; Cvorovié et al., 2018). Ce qui pourrait étre a ’origine de son effet anti-ZIKV.
D’autres résultas ont mis en évidence 1’activité de la quercétine et de 1’isoquercitrine contre
des herpésvirus comme le VZV (Varicella-zoster virus) et HCMV (Human cytomegalovirus)
sur des fibroblastes du prépuce humains (HFF) (Kim et al., 2020). Des investigations de

I’activité de la quercétine contre le DENV-2 de la Nouvelle Guinée sur des cellules Vero,
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BHK-21 et sur les cellules U937 d’une part (Zandi et al., 2011b; Jasso-Miranda et al., 2019)
et contre ZIKV (souche virale de Guangzhou) sur des cellules Vero (Zou et al., 2020) d’autre
part, ont donné des résultats positifs. Par conséquent, il n’est pas a exclure que I’activité
antivirale de ces molécules dépendent des parametres et conditions des expeériences in vitro

mais également des types de virus testés.
- L’emplacement du glucose sur le OH en 3 est essentiel

L’évaluation antivirale a montré un résultat négatif avec la quercimeritrine portant un
glucose sur la position 7-OH (Figure 46). En déduction, la présence d’un O-glucoside en
position 3 de la quercétine est spécifique et nécessaire pour inhiber I’infection in vitro. On
peut en déduire que la présence du groupement carbonyle en 4, la double liaison (2,3) ainsi
que la liaison glucosidique en 3 pourront contribuer a apporter a 1’isoquercitrine son effet

antiviral.

Quercimeritrine (inactif) Isoquercitrine (SI = 44,6)

Figure 46- Comparaison des structures chimiques et de I’activité antivirale de la quercimeritrine et de I’isoquercitrine

- Le nombre de sucres rattachés peut-il avoir un impact sur I’activité anti-ZIKV ?

Les résultats obtenus ont montré que la présence d’un autre glucose en position 4’ sur
le noyau B a supprimé 1’effet antiviral observé avec 1’isoquercitrine (Figure 47). Cela pourra
s’expliquer par un souci d’encombrement au niveau du noyau B ou par la polarité élevée de la
molécule (Nile et al., 2017) empéchant son passage des barrieres cellulaires. Une étude a
montré que la biodisponibilite de la quercétine diglucoside est approximativement similaire a
celle de la querceétine aglycone (Kashino et al., 2015) et inférieure a celle de 1’isoquercitrine.
Avec ces résutlats, on ne peut pas tirer une conclusion sur I’impact de nombre de sucres

attachés sur I’activité antivirale de la quercétine.
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Quercetine diglucoside (inactif) Isoquercitrine (SI = 44,6)

Figure 47- Comparaison des structures chimiques et de I’activité antivirale de la quercétine diglucoside et de I’isoquercitrine

- Le groupement —OH en position 3’ du noyau B est indispensable pour 1’activité

antivirale

L’absence de I’hydroxyle en 3’ (cas de ’astragaline) et I’ajout d’un substituant au
niveau de la fonction catéchol (cas du composé 20) ont éliminé le potentiel antiviral (Figure
48). L’importance de la fonction catechol a déja été montré dans I’effet antioxydant des
flavonoides (Nile et al., 2017; Shubina et al., 2021). Selon les résultats observés, le méme

mécanisme est approximativement possible dans leur effet antiviral (Figure 48).

OH O OH O

OH O
Composé 20 (inactif) Isoquercitrine (SI = 44,6)

Figure 48- Comparaison des structures chimiques et de I’activité antivirale de 1’astragaline, du composé 20 et de

I’isoquercitrine
Il est également a noter que les analogues de 1’isoquercitrine avec la fonction catéchol

protégee ou un substituant de glucose acétylé ont des difficultés a se dissoudre dans le DMSO

comme le cas des dérivés O-alkylés et O-acétylés.
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Pour conclure, I’hypothése de départ affirme qu’un substituant polaire et hydrophile
sur le noyau quercétine influence I’effet antiviral de I’isoquercitrine. De ce fait, un
programme de synthese chimique menant a étudier la relation entre I’activité antivirale (RSA)
et la structure chimique a été réalisé sur une cinquantaine de flavones et/ou flavonols (dérivés
peu polaires et dérivés polaires). Les résultats ont mis en évidence ’activité antivirale d’un
dérivé O-alkylé de la quercétine (composé 12) avec un effet 4 fois moins élevé et un mode
d’action différent par rapport a 1’isoquercitrine. Un dérivé O-glycoside (composé 23) avec des
OH substitués par des méthyles a présenté également un effet antiviral modéré. L’étude de
RSA avec ces exemples a permis de confirmer & moitié 1I’hypothese de départ basée sur
I’importance des groupements OH libres et labiles en particulier sur les positions 3 et 3* pour
avoir un effet antiviral. Toutefois, il a été constaté que le glucose sur le 3-OH de
I’isoquercitrine joue un réle spécifique autre qu’un apport de solubilité et d’hydrophylie dans
son activité antivirale. Ces données forgent la propriété antivirale intéressante et spécifique de

I’isoquercitrine par rapport aux autres flavonols.

Comme perspectives, une ¢tude antivirale avec d’autres analogues de structures
proches de I’isoquercitrine reste importante pour faire sortir le pharmacophore responsable de
son effet antiviral. Dans ce contexte, il faut étudier d’autres dérivés polaires de la quercétine
avec des substituants amines ou acides pour estimer [’hypothése de solubilité. Un
emplacement exact des substituants polaires sur la position 3 est également nécessaire pour
imiter 1’isoquercitrine. Des évaluations antivirales avec d’autres quercétine-3-O-glycosides
sont a envisager pour confimer I’influence de la nature du sucre. Par ailleurs, il faut évaluer
d’autres dérivés substitués en di, tri, tétra et pentaglycosylés afin de completer 1’é¢tude de

RSA.

Concernant les composés (12) et (23), des tests supplémentaires sont a envisager pour

caractériser son mécanisme d’action antivirale.

Quant aux essais de synthese des dérivés de la quercétine, des optimisations sur les
parameétres de réaction sont a envisager pour une meilleure conversion avec la réaction de
Mitsunobu. En outre, des analyses RMN 2D (HMBS, COSY, NOESY) sont dans les

perspectives pour confirmer I’emplacement spécifique au niveau du groupement OH.

Pour finir, il est trés intéressant d’¢élaborer des essais virologiques plus approfondis au niveau
du mécanisme d’action antivirale de 1’isoquercitrine durant I’étape internalisation pour

identifier la protéine et/ou le processus ciblé
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Matériels et méthodes
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Matériel vegétal

Les parties utilisées de chaque plante (feuilles, tiges, racines ou partie aérienne) ont été
récoltées dans les régions du centre et Moyen-Ouest de Madagascar. Les parties aériennes de
S. inuloides ainsi que les feuilles de S. ericoides ont éte récoltées en 2017 a Beronono dans la
région de Vakinankaratra. Les coordonnées géographiques de la collecte de S. ericoides sont
19°53,771° Sud et 47°32,812” Est. Tandis que la collecte de S. inuloides a été effectuée
exactement sur les coordonnées : 19°53,493” Sud et une longitude de 47°31,867 Est. Les
parties aériennes de W. indica sont collectées a Majunga. Deux collectes ont été effectuées, la
premiére récolte a eu lieu en septembre 2020 et la deuxieme en novembre 2020.
L’identification taxonomique de ces especes végétales a été authentifiée par les botanistes du
Parc National Botanique et Zoologique de Tsimbazaza. Le séchage de la plante a été effectué
par la suite pendant une semaine a 1’abris de la lumiére dans une chambre seche et aérée. Une
fois séchées, les plantes ont été broyées puis conservées dans des sachets plastiques opaques

et hermétiques.

Préparation des extraits de plantes

La méthode d’extraction utilisée a été la macération a froid. Les poudres de plantes ont
été macérées dans le solvant choisi pendant 72 heures a température ambiante sans chauffage.
Cing a six lavages successifs ont été réalisés pour récupérer le maximum de produits naturels
dans les plantes. Le solvant d’extraction a été ensuite ¢liminé en moyen d’un évaporateur
rotatif & 40°C. Les extraits secs sont conserves dans un flacon en verre bien fermé a -20°C.
Enfin, un stock d’échantillon de 100 mg. mL™ dans du diméthylsulfoxide pour chaque extrait

a été préparé pour les tests biologiques.

Tableau 36- Extraction des plantes sélectionnées

Nom botanique Masse du Volume des solvants utilisés (mL) Rendements (%)
MV sec (9) Solvant peu polaire  Solvant polaire  Solvant peu polaire  Solvant polaire

Artocarpus heterophylla 2,6 11,7
Bidens pilosa 3,2 22
Cassia occidentalis 2,4 18,9
Cajanus cajan 6,8 11,1
Cajanus indicus 7,7 11,5
Cinnamomum camphora 1,6 3,4
Melia azedarach 1,8 17,1
Morinda citrifolia 1,2 28,8
Musa paradisiaca 2,6 19,8
Ocimum canum 5,2 10,1
Psiadia altissima 17,6 34,2
Pentopetia sp 5,1 10
Stenocline ericoides 9,2 25,3
Stenocline inuloides 8,3 22,9
Waltheria indica 1,7 10,7
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Fractionnement bioguidé

Le fractionnement bioguidé a été réalisé uniquement avec W. indica. La premiere
étape s’agissait de I’extraction liquide-liquide de polarité croissante de solvant. 11g d’extrait
EtOH sec ont été dissouts dans un volume de 250 mL d’eau distillé. La solution aqueuse a été
lavée successivement par 1’hexane puis le DCM, apres ’acétate d’éthyle. Les substances
polaires restant dans la solution aqueuse constituaient la fraction aqueuse. Les solvants de

chaque fraction ont été éliminés au moyen d’un évaporateur rotatif a 40°C.

La deuxiéme étape consiste a séparer la fraction avec la meilleure activité antivirale. 1
g de la fraction DCM sec a été purifi¢ en moyen d’une chromatographie sur colonne ouverte.
Une colonne de diametre intérieur de 5 cm, remplie avec un gel de silice normale (Macherey-
Nagel MN Kieselgel 60, 0,063-0,2 um) a été utilisée. Le remplissage de la colonne a été
réalisé selon la voie humide dans I’éluant choisi. La fraction DCM séche a été ensuite
mélangée avec de la silice pour faire un dépdt solide. L’¢lution a été effectuée au moyen d’un
mélange binaire de deux solvants (hexane et acétate d’éthyle) de polarité croissante. Le suivi
de chaque étape de fractionnement a été réalisé par chromatographie sur couche mince. Les
fractions de profils CCM similaires ont été regroupées dans un méme récipient. Ainsi, 11

fractions ont été obtenues.

Comme D’extrait brut des plantes, les fractions sont conservées dans des flacons en
verre & -20°C et des échantillons de100mg.mL™ dans du DMSO ont été réservés pour les tests

biologiques.

Produits chimiques

Les flavones commerciales (quercétine, kaempférol, isoquercitrine, astragaline,
quercimeritrine, quercétine diglucoside), le contréle (PLA2), les réactifs de synthese (butan-2-
ol, 2-bromobutane, tétraéthyléne glycol, diéthylazodicarboxylate ou DEAD,
triphénylphosphine ou PPh3) ont été achetés aupres de Sigma Aldrich.

Synthéses de dérivés de quercétine

Trois voies de synthese ont eté utilisees pour obtenir des dérivés de quercetine :

catalyse acide, catalyse par transfert de phase et reaction de Mitsunobu.

Catalyse acide
100 mg de quercétine (0,33 mmol, 1 equiv) ont été dissous dans 0,2 mL de 2-butanol

(6 equiv), puis on a ajouté 0,5 mL de H,SO,4 concentré. Le mélange a été chauffé a 65 °C a 75
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°C pendant 65 a 96 h avant d’étre neutralis¢é avec la solution NaOH (IN). Une analyse

chromatographique sur couche mince a montré que la réaction n’a pas eu lieu.

Catalyse par transfert de phase

100 mg de quercétine (0,33 mmol, 1 équiv) ont été mélangés avec du 2-bromobutane
(36 mmol) dans 5 mL d’éthanol. K,CO3 (6 équiv) et le sulfate d’hydrogene de
tétrabutylammonium (0,05 équiv) ont été ajoutés. Le mélange réactionnel a été mis en reflux a
120°C pendant 6 h. Aprés, le mélange a été filtré et évaporé. Une analyse chromatographique
sur couche mince a montré que la réaction a engendreé plusieurs produits. Le mélange brut des

produits de réaction a été évalué directement contre ZIKV.

Réaction de Mitsunobu

100 mg de quercétine (0,33 mmol, 1 équiv) et 173mg de triphénylphosphine (0,66
mmol, 2 équiv) ont été dissous dans du dichlorométhane (5 mL). L’alcool ou réactif
correspondant (2 équivalents) a été ajouté. Ensuite, le diéthylazodicarboxylate (DEAD, 114,9
mg, 2 équiv) a été introduit goutte a goutte a température ambiante. Le mélange réactionnel a
été agité a température ambiante pendant 24 heures, filtré et évaporé. Le filtrat concentré a été
séparé par chromatographie sur colonne ouverte par gel de silice a I’aide d’un éluant binaire

hexane/AcOEt de polarité croissante.

Ethyloxyquercétine, solide jaune ; rendement : 90%, point de fusion = 90,4 a 97,4°C.

Tétraéthyléneglycoxyquercétine, huile jaune ; rendement 22 %
Préparation des échantillons pour les tests biologiques

Tous les extraits, les fractions et les composés ont d’abord été dissouts dans du
diméthylsulfoxide (DMSO) pour préparer 1’échantillon stock a tester. Les échantillons ont été
conservés a -20 °C. Pour préparer les différentes concentrations de chaque échantillon, la
solution stock mére a été diluée en série dans le milieu de culture cellulaire & une

concentration maximale de 2 % de DMSO pour éviter I’agrégation des cellules.

Cellules, Virus

Des cellules A549 épithéliales pulmonaires humaines (ATCC, CCL-185, Manassas,
VA, USA), des cellules épithéliales rénales de singe Vero (ATCC, CCL-81) et des cellules
hépatiques humaines HuH7.5 (ATCC, PTA-8561) ont été utilisées pour I’expérience. Le
maintien des cellules s’effectue dans du milieu de culture (Modified Eagle’s medium ou

MEM) complété par 5% (cellules Vero) ou 10% de sérum de veau foetal (SVF) inactivé par la
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chaleur, 2 mM. L™ *Glutamine, 1 mM de pyruvate de sodium, 100 U. mL™ de pénicilline, 0,1
mg. mL™ de streptomycine et 0,5 ug. mL™ de fungizone. La culture cellulaire doit étre

réalisée dans une atmosphere a 5% de CO, a 37 °C.

Le clone moléculaire ZIKVgep de la souche ancestrale ZIKV-MR766 a été utilisé pour
les criblages antiviraux (Gadea et coll., 2016). Le clone moléculaire ZIKV-BR15, une souche
¢épidémique du Brésil, a été utilisé pour 1’évaluation antivirale par titrage par plages de lyse.
Des tests ont été également réaliseés avec le virus de la dengue. L’isolat clinique DENV-2
(souche UVE/DENV-2/2018/RE/47099) de I'ile de la Réunion en 2018 a été fourni en
lyophilisation par le projet H2020 « European Virus Archive goes global » (EVAQ). Tous les
virus ont par la suite été amplifies dans les cellules Vero E6. La titration DENV et ZIKV a été

effectuée par dosage de formation de plaque et pressée en PFU. mL™.

En collaboration avec I’Institut Fiocruz du Brésil, des tests ont été réalisés avec les souches
virales suivantes: a) DENV-1/FGA/89 isolé en 1989 chez un patient sud-américain
(GenBank : AF226687) ; b) DENV-2/ICC-265 isolé en 2009 chez une patient brésilien
(GenBank : HG235027) ; c) DENV-3/5532 isolé en 2007 chez un patient de dengue
hemorragique en Paraguay (GenBank: HG235027°; d) DENV-4/TVP360, un clone
moléculaire fournit par le Dr Ricardo Galler de la Fondation Oswaldo Cruz en Brésil
(GenBank : KU513442). Tous les virus ont été amplifié sur des cellules C6-36 et titrés par

immunodétection « foci-forming ».

L’anticorps monoclonal anti-pan flavivirus E 4G2-Alexa Fluor 594 a été acheté auprés de RD
Biotech (RD-Biotech, Besangon, France). Un milieu de culture contenant 0,1 % de
diméthylsulfoxyde (DMSO) a été utilisé comme véhicule.

Evaluation cytotoxique par MTT

Le test colorimétrique MTT a été utilisé pour quantifier la viabilité cellulaire. Les
cellules A549 ont été ensemencées dans une plaque de 96 puits & une densité de 2x10*
cellules par puits et traitées avec des dilutions doubles ou quarts des échantillons. Apres
incubation pendant 24 heures a 37 °C, les cellules ont été lavées avec du tampon phosphate
salin (PBS). Ensuite, 100 pL du mélange de culture moyenne et de la solution de tétrazolium
MTT (1mg. mL™) ont été ajoutés a chaque puit. Aprés 2 heures d’incubation, les cristaux de
formazan ont été solubilisés avec 50 a 100 uLL de DMSO. Ensuite, I’absorbance a ét€¢ mesurée

au moyen d’un spectrophotométre a 570 nm (et une correction a 690 nm). La concentration de
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cytotoxicité CCsy et la concentration maximale non toxique MNTC ont été déterminées a

I’aide d’une régression non linéaire sur le logiciel de GraphPad Prism.

Evaluation de P’activité antivirale

Les cellules A549 ont été ensemencées dans une plaque de 96 puits a une densité de
2x10* cellules par puits la veille du traitement. Les cellules ont été traitées avec les mémes
concentrations d’échantillons utilisées pendant le test MTT. Pour I’infection, le ZIKVgep a été
utilisé avec une multiplicité d’infection égale a 2. L’incubation dure 24 heures avant I’analyse

par cytométrie en flux décrit ci-apres.

Test d’inactivation viral

Les cellules A549 ont été ensemencées dans une plaque de 24 puits a une densité de
10° cellules par puit la veille du traitement. Les échantillons (concentration MNTC) ont été
incubés avec ZIKVgep (MOI = 2) pendant 1 a 1h30 a 37°C. Le mélange a été ensuite dilué 50
fois dans le MEM 5% puis ajouté sur les cellules avec un temps d’incubation de 2h a 37°C.
Apres, I’inoculum a été retiré, les cellules ont été rincées avec du PBS et incubées a nouveau

avec du MEM 5% jusqu’a 24h a 37°C avant I’analyse par cytométrie en flux décrit ci-apres.

Test de I’entrée virale

Les cellules A549 ont été ensemencées dans une plaque de 96 puits a une densité de
2x10* cellules par puit la veille du traitement. Les cellules ont été ensuite infectées par
ZIKVep (MOI = 2) en présence ou sans les échantillons (MNTC) puis incubées a 37°C. 2h
post infection, I’inoculum a été retiré, les cellules ont été rincées avec du PBS et incubées a
nouveau avec du MEM 5% jusqu’a 24h a 37°C avant I’analyse par cytométrie en flux décrit

ci-apres.

Test de la réplication virale

Les cellules A549 ont été ensemencées dans une plaque de 96 puits a une densité de
2x10* cellules par puit la veille du traitement. Les cellules ont été ensuite infectées par
ZIKVgep (MOI = 2) pendant 2h d’incubation. Apres, I’inoculum a été retiré, les cellules ont
été rincées avec du PBS et traitées avec les echantillons (MNTC) jusqu’a 24h & 37°C avant

I’analyse par cytométrie en flux décrit ci-apres.
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Test d’attachement viral

Les cellules A549 ont été ensemencées dans une plaque de 96 puits a une densité de
2x104 cellules par puit la veille du traitement. Les cellules ont été ensuite déposées a 4°C
pendant 30 min. Elles ont été infectées aprés avec ZIKVgep en présence ou sans les
échantillons (MNTC). Aprés 1h d’incubation a 37°C, I’inoculum viral a été enlevé et
remplacé par du MEM 5%. La technique d’analyse par cytométrie en flux a été appliquée

comme décrit ci-apres.

Cytométrie en flux

Apres le temps d’incubation de 24 h, les cellules ont été rincées, trypsinisées puis
fixées dans du mélange paraformaldéhyde (PFA) / MEM (5% SVF) 3,7% pendant 10
minutes. Les analyses ont été réalisées au moyen des cytométres FACSan ou Cyto FLEX par

I’utilisation des logiciels Flowjo et CytExpert respectivement.

Titrage par plages de lyse

Les cellules Vero ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits a une densité de
8x10* cellules par puit la veille du traitement. Les cellules ont été incubées avec 200 pL de
surnageant contenant des dilutions en série de 10 en 10 de suspension virale pendant 2h
d’incubation a 37°C. Ensuite, 300 pL de solution MEM 5% SVF / carboxyméthylcellulose
(CMC) (0,8%) ont été ajoutés. Apres 4 jours d’incubation a 37°C, les cellules ont été lavees 2
a 3 fois avec du PBS pour enlever les cristaux du CMC. Puis, elles ont été fixées avec du PFA
(3,7%) pendant 10 minutes. Les cellules ont été colorées par une solution de cristal violet
(0,5%) diluée dans 1’éthanol 20%. Les plages de lyse ont été comptées dans chaque puit et le

titre est exprimé en PFU.mL™.

Toxicité aigUe in vivo avec les poissons zebres

Les poissons-zébres sauvages adultes (Danio rerio; male de 6 mois) ont été maintenus
dans des conditions de température (28 °C), de photopériode (14/10h de lumiére/d’obscurité)

et de conductivité (400 uS). Les poissons étaient nourris trois fois en une journée.

Aprés avoir anesthésié les poissons avec 0,02 % de tricaine (MS-222 ; REF : A5040,
Sigma-Aldrich), des injections intrapéritonéales ont été effectuées pour les témoins respectifs
(MEM, DMSO), S. ericoides (100 pg. g™ de poids corporel) et S. inuloides (100 pg. g* de

poids corporel) (n=5 pour chague groupe).
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Aprés D’injection, les poissons ont ¢été remis dans leur réservoir. Ils ont été
soigneusement controlés pour déceler tout signe frappant de stress, d’activité locomotrice et
de probléemes de comportement alimentaire (Colwill and Creton, 2011). Un jour apres
I’injection (jpi), tous les poissons ont été surveillés pour leur activité locomotrice a 1’aide de
I’équipement ZebraCube (Viewpoint) décrit précédemment. Briévement, chaque poisson a été
placé dans des réservoirs séparés contenant 750 mL d’eau, ce qui correspond a une hauteur de
colonne de 7 cm. Ensuite, les réservoirs ont été placés dans le ZebraCube. Une séparation a
été placée entre les réservoirs témoins et les réservoirs d’échantillonnage pour éviter
I’interaction visuelle entre les poissons de chaque groupe. Les poissons ont été brieévement
adaptés a leur nouveau réservoir pendant 10 minutes. Puis, I’activité locomotrice a été
enregistrée pendant 10 minutes définissant les états d’inactivité (<4 mm.s™), de petites
activités (4-8 mm.s™) ou de grandes activités (>8 mm.s™). Toutes les expériences sur des
animaux ont été menées conformément aux lignes directrices francaises et européennes pour
I’utilisation des animaux dans la recherche (86/609/CEE et 2010/63/UE) et approuvées par le
comit¢ d’éthique local pour DIexpérimentation animale de CYROI (APAFIS
#2019052910002738_v4). A la fin de la procédure, les animaux ont été sacrifiés avec

surdosage de tricaine.

Analyse HRMS

Les analyses HRMS ont été realisées avec une chaine ACQUITY UPLC I-Class PLUS
couplée a un spectromeétre Vion IMS QToF, Waters. Les échantillons sont dissous a 0,1 mg.
mL™ dans MeOH/DMSO 90/10. On a injecté un volume de 10 pL pour chaque échantillon
avec un débit de 0,5 mL.min™®. La température de I’injecteur est de 10 °C. Le gradient
d’élution a été un mélange acétonitrile/eau 0/100 v/v (+ 0.1 % acide formique) pendant 1 min,

puis 50/50 en 6 min jusqu’a 100/0 en 3 min puis 1 min a 100/0.

La colonne utilisée s’agit de la colonne HSS T3 2.1 x 100 mm, 1.8 pm. A I'intérieur

de la colonne, la température est de 40 °C.

L’analyse est réalisée selon DDA (Data Dependant Aquisition) en mode positif, sur
gamme m/z 50-1400 avec fragmentation des 5 ions les plus intenses au-dela du seuil 500. Le
temps de scan MS2 est 0,1s avec une rampe d’énergie de collision : 20 a 40V (molécules de
faible m/z) et 30 a 60 V.

Les données dont pré-traitées par Progenesis QI, Waters. Les réseaux moléculaires

sont générés eu moyen de MetGem 1.3.6 avec un indice de cosine score minimum a 0.65.
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Analyses statistiques

Les valeurs sont exprimées comme moyenne = SEM d’au moins deux expériences
indépendantes. Les analyses des données et statistiques ont été réalisees au moyen du logiciel
Graph-Pad Prism version 8.0. L’analyse ANOVA (one-way) a été effectuée pour comparer les
différentes doses des échantillons ou les différents protocoles expérimentaux. Les degrés de
significativité sont exprimés sur les figures comme suit : *p<0,05. **p<0,01 ; ***p<0,001 ;
****p<0,0001, ns = non significatif
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ANNEXE 1 : Profil chimique des produits utilisés dans la lutte antivectorielle
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ANNEXE 2 : Liste non exhaustive des DAA (Direct-Acting Antiviral) contre ZIKV et DENV
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ANNEXE 3 : Liste non exhaustive des HDA (Host-Directed Antivirals) contre ZIKV et DENV
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ANNEXE 5 : Composition chimique de W.

ALCALOIDES QUINOLEIQUES
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ANNEXE 5 : Composition chimique de W. indica

ALCALOIDES QUINOLEIQUES

% 7

. (Y o o L.
N
H

0

Waltherione U Waltherione V (S)-13-méthoxywaltherione V

8-oxoantidesmone 8-deoxoantidesmone 5(R)-vanessine

Sl g

Antidesmone

:H
N

H
e ‘..“\\N
S A e AT AN
NH NH
O/H\;/\ o7

N = NH

Adouétine Y Adouétine 7

Mélovinone

Adouétine X

232



233



ANNEXE 5 : Composition chimique de W. indica
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ANNEXE 6 : Fractionnement de 1’extrait EtOH de W. indica

Extrait brut (EtOH80%) - -

Mt = 21600 mg. 15,9%
Mu = 21500 mg

SI=1,8 SI=26,5
1390 mg; 6,6% . ’ SI=1.1 8300 mg; 38,7%
Fraction Hexane SI=4.9 . 11200 mg; 51,9% Fraction Aqueuse
¥/ Mt =620 mg; 2,85% Fraction AcOEt
Mu =600 mg
25,2 mg; 4,2% P .
Fraction DCM
F1 - ——— F11 115,8 mg; 19,3%
13,8mg;2,3% s s
F2 « rd |\ S F Extrait, fraction active contre ZIKVgp
_ e | N F10  87mg; 14,5% . e
19,2 mg; 3,2%4 / | 1 - G Indice de sélectivité : rapport entre
F3 f ‘. Gos i " activité antivirale et cytotoxicité
' / | . a Y1=20
- ’ ' \ X mg Masse de l'extrait/fraction sec
30,6 mg; 5,1% F4 * Y/ / ; \ FO 77,4 mg; 12,9% & /
v | F8 Mt  Masse totale de I'extrait/fraction sec
. 0, . 0,
40,2 mg; 6,7% | FS Fé F7 75,6 mg; 12,6% Mu  Masse utilisée de I'extrait/fraction sec
si=53 31,8mg;53% 45,6 mg;7,6%
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ANNEXE 7 : Spectres RMN du éthyloxyquercétine

Position 814 (ppm) (J en Hz) d13c (ppm)
2 - 136,3
3 - 135,56
4 - 165,1
5 - 161
6 7,56 (d;3) 104,1
7 - 164,3
8 7,57 (d; 3) 112,9
9 - 147
10 - 1151
11 4,17 (q;4,5) 65,21
12 1,28 (t; 2,7) 17,38
1 - 128,45
2’ 7,54 (d;2,1) 132,44
3 - 135,96
& - 136,29
5 7,59 (d;2,1) 132,61
6 7,65(d;1,8) 134,56

OH 4,81 (s) -

238



+1300
1200
1100

(1000

(900

700

(500

(300

(200

100

=100

e

=

00T
£

T
45 40
1 (ppm)

T
50

T
55

Figure 49- Spectre RMN *H (MeOD, 300MHz) de éthyloxyquercétine
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ANNEXE 8 : Spectres RMN du tétraéthyleneglycoxyquercétine

HO
18
17
Position 811 (ppm) (J en HZ) &13c (ppm)

2 - 144,80
3 - 128,65
4 - 164,4
5 - 156,8
6 6,29 (d;2,1) 93,01
7 - 161,07
8 6,78 (d; 8,4) 97,8
9 - 147,35
10 - 114,5
11 354 (t;2,1) 70,16
12 3,21 (t;1,5) 69,9
13 3,20 (t; 0,3) 72,25
14 3,20 (t; 0,3) 72,25
15 3,20 (t;0,3) 72,25
16 3,20 (t;0,3) 72,25
17 3,20 (t; 0,3) 70,16
18 3,46 (t;5,1) 60,82
r - 128,49
2’ 6,28 (d, 2,1) 122,73
3 - 131,73
4 - 131,60
5 7,5(d, 2,1) 120,28
6’ 7,6 (d, 2,1) 114,83
OH 47 (s,2,1) -
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Figure 50- Spectre RMN *H (MeOD, 300MHz) de tétraéthyléneglycoxyquercétine
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ANNEXE 9 — Publication et participation aux congres

Les résultats obtenus durant cette thése ont été objet de :

1) Une publication soumise au journal Pharmaceuticals
Fenia D Ramiharimanana, Juliano G Haddad, Maminiaina A Andrianavalonirina,
Cécile Apel, Nicolas Diotel, Philippe Despres, Voahangy Vestalys Ramanandraibe, Chaker EI
Kalamouni, Antiviral effect of Stenocline ericoides and inuloides, two flavonoid-rich endemic
plants from Madagascar, against Dengue and Zika virus. Soumise au Pharmaceuticals le 04

novembre 2022.

2) Deux publications en cours de rédaction

a) Caractérisation antivirale et fractionnement bio-guidé de W. indica contre le zika et la
dengue.
b) Modification structurale bio-guidée pour 1’étude de la relation entre la stucture

chimique des dérivés de quercétine et leur activité antivirale

Ma participation a des congrés internationaux m’ont permis de valoriser mes travaux de

recherche au moyen de :

1) Une communication orale présentée au sein du congrés international American
Society of Virology 2021
Fenia D Ramiharimanana, Juliano G Haddad, Maminiaina A Andrianavalonirina,
Cécile Apel, Nicolas Diotel, Philippe Despres, Voahangy Vestalys Ramanandraibe, Zika virus
infection is severely impaired by the endemic medicinal plant of Madagascar : Stenocline
ericoides, at doses showing no acute toxicity in zebrafish. 40" International Conference on
American Society of Virology, Etats Unis, 19-23 Juillet 2021.

2) Un poster présenté au sein du congres international American Society of Virology
2022
Fenia D Ramiharimanana, Juliano G Haddad, Maminiaina A Andrianavalonirina,
Cécile Apel, Nicolas Diotel, Philippe Després, Voahangy Vestalys Ramanandraibe, Extract
from Waltheria indica, a medicinal plant from Madagascar, inhibits the infection of Zika and
dengue viruses at different stages of the viral cycle, 41% International Conference on
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- utiliser les logiciels dans les conditions de licences souscrites ;

- ne pas reproduire, copier, diffuser, modifier ou utiliser des logiciels, bases de données, pages Web, textes, images,
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