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Résumé

Nous avons évalué la capacité de l'ibuprofen a revde taux de TNFx, du
récepteur soluble du TNF de type | (STNFR-I) eticdk type Il (STNFR-II) au cours du
traitement de la fievre associée au paludisr®daamodium falciparuntors d’'une étude
placebo, contrdlée, randomisée et en double avelegk patients pédiatriques, réalisée
a Lambaréné au Gabon. Le traitement du paludism@akéents était basée sur la prise de
la quinine administrée par voie intraveineuse (IdZkop de dichloride de quinine toutes
les 12h pendant 72h) suivie d’'une dose orale undgisulfadoxine/pyrimethamine (25
mg et 1,25 mg/kg). La fiévre était jugulée par taaient meécanique puis par
'administration soit d’'ibuprofen (7 mg/kg toutessI8h) soit de placebo durant la période
d’hospitalisation. Nous avons déterminé la conegioin plasmatique de TNé&; de
STNFR-I et de sTNFR-II dans le sang périphériqueaiutoute la durée du traitement
dans les deux groupes d’enfants. Les taux de dMEaient positivement corrélés avec la
température corporelle. A linverse, les taux plasques des récepteurs de TNF
n'étaient pas différents dans les deux groupeseéfetl antipyrétique de I'ibuprofen
n'était pas corrélé avec les changements de priodude sSTNFR-I et de sSTNFR-II. Nos
données suggerent que TNFserait impliquée dans la fievre associée au psthoel]
mais que les récepteurs du TNF ne joueraient cgmenubs un rbéle majeur dans la

modulation de cette fievre.



1. Introduction

Le paludisme &lasmodium falciparumest le premier responsable de la mort
d'enfants dans les zones d'endémie palustre [1 beocessus immunologiques
conduisant a la tolérance clinique de l'infectioplasmodium sont actuellement trés mal
compris. L'augmentation du taux plasmatique de TNEst souvent rapportée chez des
patients souffrant du paludisme, et le ThFest impliqué aussi bien dans le contrdle du
paludisme par I'organisme que dans la survenuecdesde paludisme grave [2-6]. Le
TNF-a a également été décrit comme étant corrélé arésip@mie [3,6], a la fievre [7,8],
au paludisme cérébral [9-13], aux forts taux dehiuité et de mortalité associées au
paludisme [4,5] et aux mauvaises conséquencesaste ldes nourrissons nés de meres
infectées parP.falciparum au cours de leur grossesse [14,15]. La présenns lda
circulation générale d’antigénes parasitaires t&@sisa la chaleur semblerait étre le
principal inducteur de la production de TNF [16gsLdomaines extracellulaires tronqués
des deux récepteurs de surface (p55TNF-R et p75RN&d TNFea ont été identifiés
comme étant des inhibiteurs de THFEL7]. Ces deux domaines sont générés par le
clivage protéolytique du récepteur de TNF de ldasar cellulaire (TNF-R) dans des
formes solubles, considérées comme étant le ragepdtuble de type | du TNF (STNFR-
) et de type Il (STNF-RII). La formation compéti des complexes sTNF-R/TNFet
les interactions complexes entre I'activité etdatcdle du TNFea [18,19] dans plusieurs
pathologies, y compris le paludisme, suggerent cgigprocessus pourrait aussi étre
important dans le traitement du paludisme.

Le r6le du TNFe du sang périphérique et de ses récepteurs soldidhssle traitement du
paludisme, en présence et/ou en absence d’aniguyesét n'a jamais été examiné. Pour
répondre a la question : « Est-ce que l'effet amépque de I'ibuprofen influence la
production de TNF ? », nous avons évalué I'impactrditement de la fievre associée au
paludisme utilisant I'ibuprofen, - un anti-inflamtoae non stéroidien — en association
avec le traitement classique du paludisme simtefalciparum Les résultats purement
cliniques de cette étude ont fait I'objet d’'unerayiublication [20]. Nous présentons ici,

les données concernant le réle joué par I'effeipgirétique de I'ibuprofen sur le TN&;



le STNFR-I et le STNFR-II du sang périphérique ées$ants souffrant du paludisme.
Nous avons comparé la réponse immunitaire des &nfayant recu le traitement
classique anti-paludique plus libuprofen, de cewniayant recu que le traitement

classique anti-paludique plus le placebo.

2. Patients et Méthodes

2-1/ Site de I'étude et participants

Nous avons conduit une étude placebo, controlédoraisée, en double aveugle,
entre le mois d’avril 2003 et le mois de janvieD2@ I'Unité de Recherches Médicales
(URM) de I'Hépital Albert Schweitzer de Lambaréné @abon ouP. falciparumest
endémique, avec un mode de transmission pérenumeeepetite fluctuation saisonniere
[21]. Le taux d’inoculation entomologique est d'@owm 50 piglres infectantes par
personne et par an. Les principaux vecteurs Anophéles gambiaet A. mouchet{22].
Cinquante enfants souffrant d’'un paludisme simpkfalciparumont été recrutés a la
pédiatrie de I'ndpital Albert Schweitzer. Un contament éclairé était obtenu auprés des
parents ou aupreés des responsables lIégaux degsseatamt I'inclusion de ces derniers
dans I'étude. L'étude avait préalablement recudtapation du comité d’éthique de la
Fondation internationale de I'hdpital Albert Schtzer. Elle a été réalisée selon les
normes internationales des bonnes pratiques cksiget selon les guides de
'expérimentation humaine en recherche cliniquardaistére de la santé publique et de

la population du Gabon.

2-2/ Obtention du sang.

Nous avions prélevé 1 ml de sang veineux toutequasre heures dans des tubes
stériles, contenant de I'héparine. Les échantillaless sang étaient immeédiatement
centrifugés pendant 10 minutes a 400 g dans uniifogeuse Biofuge pico (Heraeus

Instruments), afin de séparer les culots globuaihe plasma. Les échantillons de plasma



étaient congelés puis conservés a -80°C jusqu'a ldilisation dans les tests

immunologiques.

2-3/ Diagnostic du paludisme.

Deux microscopistes expérimentés ont vérifié lasgpnée ou non des stades
sanguins asexuéke P.falciparundans les gouttes épaisses colorées au Giemsalsglon
procédures standards de contréle de qualité. Legeh@arasitaire était déterminée puis

exprimée en nombre de formes asexuéd.iddciparumpar microlitre de sang [23].

2-4/ Traitement.

Pour le traitement du paludisme, tous les patientsecu une infusion de 250 mL
de 5% de glucose contenant 12 mg/kg de quinineddicloride toutes les 12 h pendant
72 h, suivi d’'une dose orale unique de sulfadopyr@hethamine (25 mg et 1,25 mg/kg).
Pour le traitement de la fievre, tous les patiemt$ recu un traitement mécanique
(ventilation continue et refroidissement a l'aidersg couverture mouillée), lorsque la
température corporelle dépassait 37,5°C. En plugraltement mécanique, les patients
ont regu, au hasard, soit de I'lbuprofen en sifdom@/kg) soit un sirop de placebo toutes
les 8 h pendant toute la durée de leur hospitalisates enfants étaient hospitalisés
jusqu’a ce que deux gouttes épaisses consécubies siegatives et qu’ils n'aient plus

de fiévre.

2-5/ Mesure des cytokines.

Des kits d’ELISA spécifiqgues a I’'homme disponiblisns le commerce (Alexis
Biochemicals) ont été utilisés pour cette étudaaord avec les instructions du fabricant
afin de déterminer la concentration plasmatiqué ME-o, STNFR-I et de sSTNFR-II dans
les échantillons conservés a -80°C. Tous les éitloast ont été testés en double. La
courbe standard a été déterminée avec du matéolelglmue fourni par le fabricant.
L’'absorbance était lue a l'aide d’'un densitometvulfiskan R Ex, Thermo, Vantaa,
Finland) a 450 nm. Une courbe de calibration aodténue avec des valeurs en pg/mL

pour le TNFe et en ng/mL pour le STNFR-I et pour le STNFR-II.



2-6/ Analyse statistique.

Toutes les données de cette étude étaient analgs@esStatCorp 2001 (Stat
Statistical Software, Release 9.2 ; Stata CorpmmatCollege Station, TX, USA). Les
données démographiques, cliniqgues ainsi que lesédende laboratoire des patients
étaient enregistrées sur un formulaire de rappertcal, introduit dans EXCEL. Les
données étaient vérifiées avant d’étre analyséesdifférences entre les groupes étaient
évaluées en utilisant le test de Chi carré ou cdtiiFischer. Les tests exacts des
proportions et le test t de Student ou les testspavamétriques de Kruskal-Wallis (pour
les données non normales) ont été utilisés poupaoen les variables continues. Le test
de correlation de Spearman a été utilisé pour li@teon des corrélations entre les
variables continues. Les valeurs & moins que 0,05 étaient considérées comme

significatives.

3. Résultats

3-1/ Caractéristiques de base des patients de I'étu  de.

Des 1230 enfants qui étaient pré-sélectionés mpaludisme, 430 avaient une
goutte épaisse réellement positive, parmi lesdgd@lsepondaient aux criteres d’inclusion
et étaient inclus dans I'étude. L'un des deux eéragnts contre la fievre (ibuprofen ou
placebo) leur était assigné au hasard avant démalysés. La table 1 liste les
caractéristiques de base de tous les patients &ed®. Les deux groupes étaient
similaires au regard des caractéristiques de thasemoyenne de I'age des patients était
de 4 ans, la moyenne de la température corporel@8#°C et la médiane de la charge

parasitaire était de 62250 parasifg./

3-2/ Taux plasmatiques de TNF- a, STNFR-I et STNFR-II.

La table 2 résume tous les résultats des mesusegmde de TNFx, de sSTNFR-I

et de sTNFR-IIl. Nous avons comparé les taux plagoed de TNFx entre les deux



groupes d’enfants a I'admission (0 heure) et a63,24 et 48 heures apres le début du
traitement antipyrétique. Nous avons obtenu desltedés contradictoires. En effet, la
médiane de la concentration de TNFehez les enfants du groupe placebo était
supérieure a celle du groupe des enfants ayantlibgprofen apres 16 heures (33,11
versus 20,57) et aprés 24 heures (126, 55 verdy62)2 mais cette différence n’était pas
statistiguement significative. Cependant, la méglide la concentration de TNFétait
plus élevée chez les enfants ayant pris I'ibuprafae celle des enfants ayant pris le
placebo aux autres temps (131,30 versus 124, Xiear@, 27,26 versus 14,64 a 8 heures,
et 127,9 versus 111, 98 a 48 heures). Ces difféeentétaient pas non plus
statistiguement significatives.

Les mesures des taux plasmatiques de sTNFR-I efTBER-11 ont aussi révélé des
différences qui n’étaient pas statistiguement $icatives entre les deux groupes aux

différents temps.

3-3/ Effet du traitement antipyrétique sur la conce  ntration
plasmatique des cytokines.

La médiane des concentrations plasmatiques dekimgtone differe pas entre les
deux groupes (ibuprofen et placebo) au début dtemnant ou au jour 2. Toutefois, les
différences majeures dans les taux de cytokines desrindividus avaient été observées.
Des approches variablegse( analyse de la variance, modele linéaire mixte)epta
utilisées pour analyser I'effet des traitementsisnaaicune différence significative entre
les deux groupes n'a été observée en terme de e@rardk changement pour les
concentrations de TNE&; STNFR-1 ou de sSTNFR-II quel que soit le tempssidére et
guel que soit le nombre d’individus chez qui leaaantrations de cytokines augmentent

ou diminuent entre deux points.

3-4/ Corrélation entre les concentrations de cytoki ne et le
temps, la température corporelle et la parasitémie

Les données de tous les enfants étaient groupéed’'@oalyse des corrélations,

puisqu’il N’y a pas eu de différence significatdans les taux de cytokines évaluées dans



les deux groupes. Du début de I'étude jusqu’'auw Buune corrélation positive a été

trouvée entre la concentration de TNFet la température corporelle € 0,007).

Tablel

Caractéristiques de base des enfants ayant uretiamf@P.falciparum

Total Ibuprofen Placebo P
Number of children 50 25 25 -
Median age in vears 4 4 5 NS*
Gender (F/M) 18/32 10/15 817 NS
Mean temperature (°C) 384 38.1 387 NS
[SD] 1.1 1.0 1.0
Median parasite density 62 250 546 000 678 000 NS
[range] [20 000-200 000]  [20 000-200 000]  [20 000-200 000]
Median hemoglobin (g/dL) [range] 9.717.1] 9.6]7.1-10.1] 0.7(7.1-11.8] NS
Median hematocrit % [range] 208 [200-38.3]  20.0[21.0-38.3] 29.7[20.9-37.9] NS

* Non-significant.



Table?2
Taux plasmatiques de cytokine évalués a difféeremgps dans le groupe placebo (n = 25)

et dans le groupe ibuprofen (n = %ﬂ)enfants Gabonais au cours d’une infection non

compliquée &. falciparum

Cytokines Drugs 0 hours 8 hours 16 hours 24 hours 48 hours
TNF-u* Ibuprofen 131.30 27.261 20.57 121.62 127.9
[6.05-332.71] [5.09-217.28] [10.91-293.2] [8.27-266.04] [7.98-301.85]
NS NS NS NS NS
Placebo 124.21 14.04 3311 126.55 111.98
[7.11-326.0] [6.72-306.79] [7.8-261-72] [6.48-292.50] [6.044-295.67]
TNF-RI* Ibuprofen 3.667 4.134 3.497 3.383 2.929
[2.44-30] [1.85-21.42] [1.95-23.99] [2.05-23.54] [2.14-31.41]
NS NS NS NS NS
Placebo 5.803 4.488 3.535 3.976 4444
[4.39-24.55] [2.81-20.35] [2.53-22.65] [2.93-10.06] [1.83-19.53]
TNE-RII* Ibuprofen 34.935 2142 32.50 23.14 26.14
[7.46-50.22] [5.07-51.36] [4.69-56.41] [6.087-51.94] [11.01-56.28]
NS NS NS NS NS
Placebo 26.98 20.37 18.48 15.82 18.87
[8.41-45.47] [5.62-41-66] [5.22-30.25] [10.06-43.2] [10.02-40.76]

% Non-significant, Wilcoxon/Kruskal-Wallis tests (rank sums); * pg/mL, median [interquartile range]; ¥ ng/mL, median [interquartile range]; * Two children in the ibuprofen
group were excluded for protocol viclation (one for axillary temperature measurement, one for consecutive missing temperature values for 24 hours). One patient had
convulsions 12 hours after the start of the antipyretic and quinine treatment, and was excluded from the study.

4. Discussion.

Le TNF-a est une cytokine capable de provoquer de sérieaxrthges corporels
s'il est produit en excés ou durant une périoddopgee dans I'organisme. Dans cette
étude placebo, contrblée, et randomisée en dowmagie, réalisée chez de enfants
Gabonais, de forts taux plasmatiques circulant NE-& ont été mesurés a l'inclusion.
Ces taux élevés de TNFplasmatique étaient associés aux episodes de faavicours
du paludisme [4,24]. Cette association statistidemeure significative apres correction
avec la parasitémie. Cette difference n’est pasplos modifiée par les concentrations
plasmatiques de sTNFR-I et de sTNFR-II. Ces donséatcompatibles avec les études
antérieures qui montrent que le THFagit en médiateur de la fiévre au cours du

paludisme. Cependant, elles ne sont pas en acwed lAypothése selon laquelle les



protéines inhibitrices fixant le TNE&-joueraient un réle important dans la tolérance
clinique chez les enfants Africains ayant le padot.

Nous avons en effet trouvé qu’au cours du traiténsentre le paludisme, que
I'enfant ait recu de I'ibuprofen ou du placebo, tasx des récepteurs solubles de TiNF-
ne different pas significativement entre les erdamaités avec l'ibuprofen et ceux
n'ayant recu que le placebo. Cela nous ramenera gaestion initiale de I'étude : « Est-
ce que leffet antipyrétique de [libuprofen inflmn la production de TNF ? ».
L’ibuprofen est considéré comme fonctionnant enbaht la cyclooxygenase . COX-

1 et COX-2), de sorte qu’il inhiberait la synthedes prostaglandines. Les activités
antipyrétique et anti-inflammatoire de l'ibuprofeamblent étre médiées principalement
par I'inhibition de COX-2 [25]. Chez les patientsuffrant du paludisme, les taux de
récepteurs solubles de TMF-et les concentrations de TMFimmuno réactif sont
étroitement corrélés [26,27]. Ces molécules régmsrsont des antagonistes effectifs de
TNF-a, étant donné leur capacité a former des complaxes le ligand [28,29] ; de tels
récepteurs ont été utilisés en immunothérapie [30].

De taux élevés de récepteurs solubles pourraiesdi aefléter un grand clivage
des récepteurs associés aux membranes, conduikadinaginution du nombre de site de
fixation favorisant potentiellement I'activité deNF-a [31,32]. Toutefois, les récepteurs
de TNFa ont été montrés comme étant impliqués dans ledizahe cérébral, alors que
les enfants étudiés dans cette étude avaient toysaludisme simple. Une tres forte
protection contre le paludisme cérébral a été démerchez des souris TNFR-Imais
pas chez des souris TNFR] et cette protection a été rapportée comme étaociEe a
un défaut de la régulation de ICAM-I [33].

Une étude réalisée chez des enfants Ghanéenslé uineprotection fortement
corrélée aux concentrations sériques de TiNEt des récepteurs solubles de TiNF-
seulement chez les patients ayant un paludismelairmputefois, malgré I'association
entre la concentration de TNFet la fievre, dans cette étude réalisée au Glarmaine
différence n’était observée dans le taux des réceptsolubles de TN&-[9]. Dans la

présente étude, nous avons détecté le STNFR-ISSINER-II en ng/mL et cet intervalle



correspond &, de 100 a 1000 fois d’exces molairdeddu des taux de TN&-observés
chez des enfants souffrant du paludisme.

Nos résultats suggerent que le TNF induisant V&étin vivo pourrait étre affecté
par le traitement contre le paludisme, qu’'un tragat antipyrétique soit également pris
ou non au méme moment. Il est aussi possible quagacité du parasite a induire la
production de TNF& soit influencée par des facteurs intrinséques’higtd, telle la
réponse inflammatoire aigue en particulier puistpuéraitement antipyrétigue n'a pas

d’effet sur la clairance de la fievre chez les atdaouffrant du paludisme simple.

En conclusion, nos données montrent qu’il y a gs®eaation entre la fievre et la
concentration plasmatique de TNFmais démontre aussi que l'effet antipyrétique de
libuprofen ne peut pas s’expliquer par les modificns dans la production de cette
cytokine. D’autres études sont ainsi nécessaires géterminer I'étape du processus
inflammatoire a laquelle I'ibuprofen exercerait gemcipaux effets anti-inflammatoire et

antipyreétique.
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