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CONCLUSIONS

THESE SOUTERLUE PAR : Mademaoiselle Barbara BOULOXN

Thése rédigée dans le conlexte ¢'un stage hospitalier & Nouméa, Recharches faites via la
bibliotheque de Neumda et grfice aux données épidémiologiques de 'instilul pasteur de

MNouvelle Calédonie.

L objeclil général de cette thése est de dresser un povirait préeis de épidémiclogie et de
la toxicologie de la ciguatera, en vue d*apporter des éléments complémentaires utiles 4
I"amélioration de la prise en charge ct de la prévention de cetre intoxicarion. Ce travail ast
done articuléd autonur de deux axes principawx. Le premier décrit 1'ichivosarcoloxisme
selon sa dynamiyue eavironcementale. Le scecond détaille, In toxienlogie de la cipuatera
en identifiant les toxines ciguateriques ainsi que les propriétés curatives de Vitex Trifolia
en traitement de catte intoxication.

Lorsque 'on s'aftarde sur la question de la cipuatera, dans le Pacifique ou ailleurs,
'absence de traitement ¢fficace impose la présence de moyens de prévention cfficaces
contre cette maladie. La plupart des racherches privilégient la création d’outils de
détection rapides et valides des cigualoxines dans la cheir des poissons, avant leur
consommation par ’homme. Néanmoing malgré d importants efforls, cete recherche
reste encore & hewre daujourd’hul, infructucuss,

En I'absence de traitement, le poids socin-écenomique de la ciguatéra a d’autarnt plus de
conséquences sur la santé des populations insulaires, gu'clle entraine un changement des
nabitudes  alimentaires. Ces  modificetions  des  comportements favorisent le
dévelupperent de pathologics auparavant peu répanducs, tclles que des maladics
cardiovasculzires, I"okésité ou le diahdte,

Des sciendligues de 'IRD (1'institut de recherehe pour e développement de Nouvelle
Calédonie) ont récemment développé des tests de dépistages en laboratoire et lewrs
iravaux ont abouwti au dépdt par 'IRD dun brevet pour une moldcale détoxifiante de la
cignatéra : I’acide ~osmarinique.

Le Président de la thése W et permis ¢'imerirer, Lyon, l2 1.7 OCT. EUM

Nem : #5 ;;ﬁ-‘r-r-g,qj .A.&‘*-;F"él, Vu, la Direcliice de FInstilul des Sciences FPharmaceutiques at

Biologigues, Faculte ¢e Phamacia
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INTRODUCTION

Les zones cotiéres hebergent plus de la moitié de la population mondiale. Les mers et les océans
sont riches en ressources indispensables a la vie et la survie de ces millions d’individus. Hormis les
nombreux intéréts économiques qu’ils présentent, les fonds marins constituent une immense réserve
d’une nourriture ayant des propriétés nutritionnelles spécifiques. Ainsi, il est important de rappeler
qu’en dehors d’un apport protéique de grande qualité, les produits de la mer contiennent des acides
gras indispensables au développement du cerveau et protecteurs des maladies cardio-vasculaires.
Néanmoins, certains d’entre eux recélent des substances toxiques responsables d’intoxications
touchant une grande partie de la population. Parmi ces intoxications, 1’une d’elle, appelée ciguatera
est bien connue des populations établies dans le pacifique et notamment en Nouvelle-Calédonie.
Elle est provoquée par une micro algue, Gambierdiscus toxicus, qui est capable de se multiplier sur
les recifs coralliens détruits par I'action de I'nomme ou de la nature, et de synthétiser deux familles
de toxines, l'une liposoluble (les ciguatoxines) et l'autre hydrosoluble (la maitotoxine) (1). En
ingérant les micro algues supports, les poissons herbivores puis les poissons carnivores deviennent
porteurs, I'nomme étant intoxiqué en bout de chaine alimentaire. En cas d’intoxication, Les
ciguatoxines agissent en provoquant I'ouverture prolongée des canaux sodiques voltage-dépendants
répartis au niveau des cellules nerveuses et musculaires de lI'organisme avec un tableau clinique
dominé par des signes digestifs, neurologiques, cardio-vasculaires et généraux.

C’est pour mieux comprendre les mécanismes toxicologiques a I’origine de ces troubles que j’ai
réalisé 1I’étude dont le rapport va suivre. En outre, j’ai tenu a enrichir ce travail par une expérience
de terrain, en sollicitant mon affectation a Nouméa en Nouvelle-Calédonie pour mon stage
hospitalier de trois mois.

Cette these présente une étude toxicologique et biologique de la ciguatera afin de proposer des
pistes de traitements adaptés a cette maladie.

Tout d’abord, dans le but d’éviter toute confusion entre le syndrome de la ciguatera et d’autres
intoxications consécutives a la consommation de produits marins, il convient de faire une
présentation générale de ces différents empoisonnements.

Dans un deuxieme temps, nous ferons une analyse toxicologique de la ciguatera ainsi que 1’étude
d’un traitement phytotérapique par Vitex Trifolia.

12
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CHAPITRE 1 : INTOXICATIONS ALIMENTAIRES PROVOQUEES PAR LES ORGANISMES
MARINS

1) Intoxication autre que la ciguatera

1) Intoxications par les mollusques (invertébrés)

De nombreuses recherches dans I'écologie marine ont permis de mettre en évidence 1’existence de
phycotoxines dont il convient de faire une présentation detaillée. Les phycotoxines sont des
métabolites synthétisées par des micro-organismes appartenant a deux catégories de phytoplanctons
toxicogénes qui sont les dinoflagellés d’une part et les diatomés d’autre part. Ces phycotoxines
sont, soit des bases tétrahydroputiques hydrosolubles (toxines paralysantes), soit des polyéthers
liposolubles (toxines diarrhéiques, brévétoxines, ciguatoxines), soit des analogues d’acides aminés
(toxines amnésiantes).

Dans un premier temps, nous allons étudier les toxines marines en déterminant leurs vecteurs de
transmission qu’ils soient vertébrés ou invertébrés et les symptomes qu’elles provoquent chez
I’homme, plus particuliérement nous analyserons ’intoxication ciguatérique qui est le syndrome
qui nous intéresse dans cette thése

Biotoxines de I'environnement Intoxications
: ]
Dinofiagellés : .
G. toxicus Ciguatéra |
CTX... e )
%ﬁ:ﬁgﬁzﬁ% [ lntoxicatnon_i
A0, DTX...(DSP) - - smtai2 § 3 histaminique |
e oo e 4 )
- \ \ o oot e e
E;noﬂzggllés’ / / . |Clupéotoxismes|
exanarm STX \\ Strico sensu
— & Histamine et \\ L. 2
Pa Diatomées amnts—trtig_enes R Palytoxlne
M,mt:"a'lytoxine Pseudonitzschia...
Acide domonque 1 b

Figure 1 : Polymorphisme du profil toxinique (1)

a) Intoxication amnésique par les fruits de mer - IAFM ou ASP

La principale neurotoxine responsable du syndrome d'intoxication amnésique est I'acide domoique
(AD). Il est synthétisé par des diatomeées toxinogénes du genre pseudo nitzschia. Le mollusque
filtreur est I'agent principal de cette intoxication. La structure de I'AD ressemble au glutamique
(neurotransmetteur). 1l se fixe sur les récepteurs synaptiques pour provoquer une depolarisation de
la membrane entrainant ainsi un dysfonctionnement des cellules ou leur mort. La spécificité de ce
syndrome est de développer une amnesie transitoire, des vertiges, une désorientation, un état
Iéthargique et des convulsions chez certains patients. On retrouve aussi des troubles gastro-
intestinaux qui apparaissent de 2 a 24 heures aprés la consommation. Les symptémes neurologiques
sont observés entre 24 et 48 heures apres ingestion du mollusque. Dans les cas les plus graves, il
apparait une perte de mémoire, des dommages cérébraux et parfois des convulsions ou des comas
pouvant conduire a la mort (1).
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b) Intoxication paralysante par les fruits de mer - IPFM

La toxine responsable : la saxitoxine (STX) est une cyanotoxine qui appartient a la famille des
neurotoxines : les aphantoxine. Ces alcaloides neurotoxiques de types carbamates ont été isolés du
mollusque bivalve Saxidomus giganteus. Les STXs sont hydrosolubles, thermostables et stables en
milieu acide. Tous les mollusques filtreurs peuvent étre des vecteurs de STXs. Les STXs agissent
directement sur les mécanismes de transmission des influx nerveux en bloquant le passage des ions
Na+ a travers les canaux sodiques au niveau des cellules excitatrices (nerveuses et musculaires).
Elles ont ainsi un fort pouvoir toxique neuromusculaire. Les symptémes sont de type gastro-
intestinal sévissant dans I’heure qui suit 1’ingestion des organismes contaminés. Il y a des
paresthésies buccales, des engourdissements des levres s'étendant au visage, aux bras et aux jambes
ainsi que des maux de téte, des nausées et des vertiges. Dans les cas plus graves, il est observé une
incoordination motrice et une incohérence de la parole et on voit apparaitre des paralysies
respiratoires qui peuvent provoquer la mort dans 8 a 10% des intoxications (1).

¢) Intoxication diarrhéiques par les fruits de mer - IDM

L'Acide okadoique (AQ) appartient a la classe des toxines polyéthérées lipophiles.

Il est synthétisé, par les dinoflagellés du genre Prorocentrum ou Dinophysis. Isolées a 1’origine a
partir d’extraits d’éponge Halichondria okadai, ces toxines sont thermostables (ne sont donc pas
dégradées a la cuisson des produits de la mer). On retrouve quatre autres familles faisant partie des
toxines diarrhéiques : les pecténotoxines, les yessotoxines, les azaspiracides et les toxines a action
rapide (spirolides, gymnodimines, pinnatoxines, pteriatoxines et prorocentrolides). L'ingestion de
fruits de mer contaminés engendre 30 minutes a 12 heures apres, des troubles gastro-intestinaux
plus ou moins séveres et parfois des troubles neurologiques (1).

d) Intoxication neurologique par les fruits de mer - INFM ou NSP

L’organisme responsable est le dinoflagellé Karenia brevis synthétisant les brévétoxines

(PbTxs), polyéthers cycliques liposolubles.

Ces neurotoxines activent les canaux sodium (Na+) sensibles au potentiel (CSSP) et entrainent la
dépolarisation des cellules nerveuses et musculaires. Sous forme aéroportée, les brévétoxines
peuvent étre dangereuses pour I’humain. Elles provoquent des irritations et des brilures des voies
respiratoires. L’intoxication par ingestion, produit d’autres troubles neurologiques tels que la
paresthésie, les vertiges et 1’ataxie. Ces toxines provoquent egalement des perturbations gastro-
intestinales telles que des diarrhées, des nausees et des vomissements (1).
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2) Intoxications par les vertébrés

Ichtyosacotoxisme vient du grec ichtyos (poisson), sarcos (chair) et toxicon (poison). C'est une
forme d'intoxication, provoquée par l'ingestion de chair de poisson, dont les trois grands types de
toxicité sont classés suivant la répartition de leur agent toxique (bactérie ou toxine) dans les
différentes parties du corps des poissons porteurs. I s'agit donc:
- Tout d'abord, des ichyo-hémotoxismes qui désignent les intoxications dont la toxine est présente
dans le sang du poisson.
Les especes incriminées sont les congres, les anguilles et les murenes.
- Ensuite, de I'ichio-otoxisme qui est provoqué par l'ingestion, d'ceufs, de gonades ou de laitance
de poisson (le saumon, la carpe et Il'esturgeon sont le plus souvent responsables de ce type
d'intoxication).
- Enfin, de lichyosarcotoxisme qui comporte un agent toxique présent dans tous les
compartiments biologiques, qu'ils soient sanguins, tissulaires, hépatiques, cérébraux... (2)

Nous allons décrire dans cette derniere classe les sous-types d’intoxications de type histaminique
dues aux poissons du large mal conserveés, I’intoxication clupéide par les harengs et les sardines, en
passant par 1’intoxication par les tétrodotoxines induite par les poissons de type poisson-lune. Nous
verrons aussi le chélonitoxisme di a l'ingestion de chair de tortues marines, le carchatoxisme est
provoqué par les carchatoxines A et B ingérées lors de la consommation de chair de requins et nous
terminerons par la ciguatera.

a) Le scombrotoxisme ou intoxication histaminique

Le scombrotoxisme ou intoxication histaminique est la premiere cause de toxi-infection alimentaire
associée a la consommation de poissons. Cette intoxication est, dans la plupart des cas, liée a
I'ingestion de poissons de la famille des Scombroidés (thons, bonites, maquereaux). Il touche de
nombreuses autres especes (anchois, sardines, mahi-mahi, harengs, loches). Cette intoxication
découle de I’ingestion de produits d’origine marine mal conservés (congelation inadéquate, rupture
de la chaine du froid, etc.). La conservation inadéquate des produits marins provoque la croissance
de bactéries qui convertissent I’histidine en histamine par un processus de décarboxylation.
L’histamine n’est pas toxique pour ’homme puisqu’elle est rapidement inactivée par les enzymes
gastriques. C’est pourquoi il existe siirement d’autres substances qui doivent coexister et exacerber
I’action de I’histamine induisant les manifestations de cette maladie. Les symptémes cliniques sont
similaires au tableau clinique d’une intoxication histaminique classique dans les cas d’allergies. On
observe des maux de téte, des érythemes, des nausées, des vomissements, des diarrhées ainsi que
des crampes abdominales. Le traitement du scombrotoxisme repose sur la prise d’antihistaminiques

3).
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b) Le clupéotoxisme

LE CLUPEOTOXISME

Pathologie gravissime d ‘empoisonnement par de petits
poissons planctonophages au goiit <« amer ».

LA CHAINE ALTMENTAIRE SYMPTOMES

Vomissements
incoercibles,
Diarrhées,
Paresthésies,
Excitation
psychomotrice (délire)

Complications
neurologiques

Délai (0,5 h.)
Mortalité (50%)

Figure 2 : Le clupeotoxisme (3)

Les dinoflagellés benthiques du genre Ostreopsis produisent des analogues de la palytoxine (PTX),
une des neurotoxines les plus puissantes synthétisée par les organismes marins. La contamination se
fait par consommation de poissons pélagiques planctonophages de la famille des Clupéidés,
sardines ou d'anchois des mers tropicales. L'intoxication humaine consécutive a la consommation
de poissons contaminés par la palytoxine, a souvent été considérée comme une forme de ciguatera.
Ce syndrome conduit a un tableau clinique grave, dans 1’heure suivant la consommation du poisson.
En effet, les symptébmes qui ressemblent a ceux de la ciguatera, se manifestent brutalement avec
une prédominance des signes neurologiques (goat métallique, délire, agitation, altération de I'état de
conscience, paralysie généralisée), des troubles digestifs séveres, et des difficultés respiratoires. Le
taux de mortalité est important (20%). Le traitement de cette intoxication est symptomatique (3).

c) Le tétrodotoxisme
Le tétrodotoxisme ou fugu est dii a la consommation de poissons de la famille des Tétraodontides,
des Diodontidés ou des Balistidés (poisson globe, poisson ballon, poisson lune...).

Photo 1: Le poisson globe (4)

La tétrodotoxine (TTX), se concentre dans les visceres et la peau et non pas dans les chairs du
poisson. Le fugu, met tres apprécié par les Japonais, nécessite une préparation si spécifique que
seuls des cuisiniers spécialisés ont le droit de le préparer. Cette neurotoxine est produite par quatre
souches différentes de bactéries : Vibrio fischeri, Pseudomonas sp, Vibrio altermonas et Vibrio
alginolyticus. (5).
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Figure 3 : Structure générale de la tétrodotoxine

Voyons le mécanisme d’action : la tétrodotoxine bloque de maniére tres sélective le pore des
canaux sodium voltage-dépendants, empéchant ainsi le passage de I'influx nerveux.
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Figure 4 : Action de la tétrodotoxine sur les canaux voltage-dépendant (6)

Elle bloque la transmission de I’influx nerveux. Plus précisément, cette molécule agit en empéchant
les ions sodium de pénétrer dans la cellule.

Rappel du potentiel d’action :

On sait, en effet, qu’a I’état normal il existe une différence de potentiel entre I’intérieur (chargé
négativement) et I’extérieur (chargé positivement) d’une cellule excitable telle que la cellule
nerveuse. Cette différence au potentiel de repos est d’environ - 70 mV, elle s’explique par une

différence de concentration en ions sodium (Na+) et potassium (K+) de chaque c6té de la membrane
cellulaire. Lorsque cette dernicre est excitée la différence de potentiel de part et d’autre de la
membrane s’inverse jusqu’a atteindre +40 mV. Cette variation de potentiel est due a un transfert
trés rapide des ions sodium vers I’intérieur de la cellule (phase 2), suivi d’un transfert en sens
inverse des ions potassium (phase 3) qui rétablit la valeur du potentiel initial. La concentration

+ +
initiale an Na et K de chaque cOté de la membrane est ensuite rétablie grace a un systeme
particulier, la pompe a sodium (phase 4). Lorsqu’elle se propage le long d’une fibre nerveuse, cette
variation de potentiel d’action traduit le passage de I’influx nerveux.

N
La tétrodotoxine agit en bloquant sélectivement le transfert des ions Na au travers des membranes
des cellules nerveuses. (6)
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Ce blocage sous un certain niveau est réversible. La DL 50 serait de 20 mg pour un étre humain.
Les poissons y sont insensibles, car leur canal est différent de celui des hommes. Les deux effets
majeurs de la TTX sont I’insuffisance respiratoire aigué et le collapsus cardiovasculaire.
L’hypotension artérielle souvent rencontrée est la conséquence d’une dépression du centre
vasomoteur et/ou d’une action directe de la TTX sur le muscle lisse vasculaire. De grandes doses de
TTX entrainent des arythmies et possédent un effet inotrope négatif majeur. L’insuffisance
respiratoire aigué résulte d’un mécanisme central par atteinte directe des centres de commande et
d’un mécanisme périphérique par atteinte de la musculature respiratoire.

Les premiers signes cliniques apparaissent dans les trois heures qui suivent le repas avec apparition
de symptdmes de type gastro-intestinal (diarrhées, vomissements) et neurologique (paresthésies
buccales et des extrémités, ataxie, mydriase). L’évolution peut étre grave par une installation
progressive dans le coma qui peut étre irréversible. Apres 24 heures, l'issue est généralement
favorable. Elle entrainerait 300 intoxications par an avec un taux de mortalité pouvant atteindre
60%, 2 mg de TTX suffisant a tuer une personne. Il n'y a pas d'antidote connu, le traitement de cette
intoxication est purement palliatif incluant de la ventilation assistée et des perfusions d’atropine.

d) Le chélonitoxisme

La chaine alimentaire : HYPOTHESE

Une source

¢ * des cyanobactéries
¢  épiphytes des
phanérogames

La Chelonitoxine e
Lyngbyatoxin A

Figure 5: le chélonitoxisme (7)

Le chélonitoxisme est dd a I'ingestion de chair de tortues marines (Chelonia mydas et Eretmochelys
imbricata ). La lyngbyatoxine A est synthétisée par Lyngbya majuscula, une espece de
cyanobactérie filamenteuse, productrice de nombreux métabolites secondaires et broutée par
C.mydas. Plusieurs heures méme plusieurs jours aprés un repas, des symptdmes majoritairement
gastro-intestinaux surviennent (vomissements, diarrhée) ainsi qu’une déshydratation, une
hypotension artérielle, des ulcérations de la cavité buccale et de la langue. Le taux de mortalité est
élevé (4 a 7,5%). (3)
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e) Le carchatoxisme

L INTOXICATION PAR LES REQUINS

Pathologie voisine de la ciguatera et qui met en jeu des
biotoxines nouvelles et endémiques (carchatoxines A et B).

LA CHAINE ALIMENTAIRE SYMPTOMES

.. = Tr. de la conscience,
=
D — diarrhées,

= |- paresthésies,
+ desquamation,
- / - doul. musc. et art.
» Troubles
ﬁ - cardiovasculaires et
respiratoires

Requin Toxique

Délai (1 a 26 h.)
Mortalité (30%)

v
v

Figure 6 : Le carchatoxisme (7)

Le carchatoxisme est provoque par les carchatoxines A et B ingérées lors de la consommation de
chair de requins tels que Carharhinus albimarginatus, C.sorrah, C.leucas, Sphirna lewini. Les tests
en laboratoire sur la souris mettent en évidence d’importantes similitudes, au niveau des propriétés
chimiques et de la toxicité, entre les carchatoxines A et B et les CTXs, avec toutefois une toxicité
plus aiglie des cachatoxines A et B (8). Il est tout a fait probable que ces derniéres soient issues de
la biotransformation des CTXs par le métabolisme des requins, ce qui pourrait expliquer les
similitudes entre le carchatoxisme et la ciguatera. En effet, le tableau clinique est proche de celui
de la ciguatera avec des signes essentiellement neurologiques, des troubles cardiaques plus séveres
(bradycardie, troubles du rythme cardiaque), ainsi que des difficultés respiratoires parfois accrues.
Il peut méme survenir une altération de 1’état de la conscience. Ces symptdmes apparaissent entre 2
et 12 heures aprés I’ingestion des toxines. Les traitements sont uniquement symptomatiques.

I1) La ciguatera

La ciguatera fait partie des toxi—infections alimentaires (TIAC). Elle est I’intoxication par produits
marins la plus fréquente au monde. Elle se déclare chez ’homme, aprés I’ingestion de poissons
récifaux porteurs de toxines. Elle se manifeste par des troubles neurophysiologiques avec des
symptdmes digestifs neurologiques et cardiovasculaires. (9) En outre, elle engendre un prurit
provoquant des démangeaisons, ce qui lui vaut d’étre communément appelée « gratte » en
Nouvelle-Calédonie.
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1) Historigue

Cette affection est connue depuis la haute Antiquité. On repere sa présence, plus de 2000 ans avant
JC, en Egypte et en Chine, ainsi qu’au début de 1’¢re chrétienne. Les écrits les plus anciens
évoquant la ciguatera datent du XVléme siecle et sont rédiges par les grands navigateurs comme
Magellan et Christophe Collomb. En 1774, le capitaine Cook en fait une description tres précise
dans son journal de bord, a la suite d’une intoxication dont il est victime avec son naturaliste
Forster, a Tanna (actuel Vanuatu dans 1’océan Pacifique).

En 1787, le naturaliste portugais Don Antonio Parra donne a ce syndrome neurologique le nom de
« siguatera », en reférence a une intoxication neuro-digestive provoquée par un gastéropode appelé
«sigua ». En 1967, I’équipe de Scheuer donne le nom de « ciguatoxine » (CTX) a la substance
majoritairement présente dans de la chair de muréne.

2) Répartition géographique

La ciguatera est une intoxication largement répandue dans les zones intertropicales caractérisées
par la présence de récifs coralliens. On la trouve en mer des Caraibes, océan

Atlantique, océan Pacifique sud et central et dans 1’océan Indien. L’incidence annuelle de la
ciguatera est estimée a 25 000 cas voir 50 000 cas mondiaux avec 500 cas pour 100 000 habitants
pour la région Pacifique Sud. Il s’agit de I’intoxication alimentaire d’origine marine la plus
commune a I’échelle mondiale.

50.000 a 500.000 cas par an dans le monde

-.,_.EE_II’BIbeS

-CTXs) *

%
&

'-‘\_" -, Polynésie francaise

Réunion

{8

'
r
Nouvell#®lande

— .. Zones d'endémie de la ciguatéra

Figure 7 : La ciguatera dans le monde (7)

Avec I’intensification des échanges mondiaux favorisant les importations de poissons tropicaux ou
les déplacements de personnes dans les régions endémiques (tourisme, voyage), on constate des
intoxications dans des zones habituellement indemnes. Par ailleurs, la présence de la ciguatera dans
des régions jusque-la jamais infestées telles que les iles Canaries, le large du Cameroun, 1’Ouest du
Golfe du Mexique et la Créte, peut étre due au réchauffement climatique et a I’activité humaine qui
favorisent le développement des dinoflagellés ciguatérigenes. (10)
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3) Etiologie : Chaine de transfert

Déterminisme du phénomene

Une flambée ciguatérique est un épisodique et imprévisible, et se caractérise par une distribution
aléatoire dans 1’espace et dans le temps. Les différents niveaux de variabilité concernent :

— La zone,

— La saison ou 1’année,

— Les especes touchées et impliquees,

— La sensibilité individuelle des consommateurs

Le schéma de développement de la ciguatera se fait selon les étapes suivantes :

« Dégradation du biotope corallien,

« Prolifération des micro-organismes toxinogénes (Gambierdiscus Toxicus et cyanobactéries) sur
les substrats vierges ainsi générés ou peuvent proliférer les macro-algues supports,

« Transfert des toxines algales vers le second maillon de la chaine (poissons herbivores) et des
invertébrés marins / Bioconcentration des toxines au niveau des prédateurs supérieurs (poissons
carnivores) et des invertébrés marins,

* Intoxication humaine.

Impacts
anthropogéniques
et/ou naturels

/7 cTXs,

\ v - !
Agressions et ’ :" .."‘ CTXs-like,
mortalités :‘V\ ’ Autres ?

coralliennes ) ,
" !

Ciguatera

L3 tek ol 2012 Efflorescences de Invertébrés marins Shellfish
urent et al., : == s : ' :
Food Chain, Chapter 1:1-44 cyanobactéries (bénitier, oursin, ete...) Poisoning

Figure 8 : Chaine de transfert de la toxine ciguatérique (7)
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Nous allons détailler les étapes de la chaine de transfert :

ILégende :

—p» Consomumation
< Impact

Poisson carniv

Poisson herbivore

QUTUAUI[E SULEYO ¥] SUEp
SUIXO} €] 3P UONB[NUMOOE OIf]

Algues sur les récifs coralliens

Evénements climatiques Actions humaines
Cyclones, Typhons, Modification des massifs
Elévation de la température coralliens par: excavation
des eaux de surface, etc. dynamitages, etc.

Figure 9 : Bio accumulation de la toxine dans la chaine alimentaire (11)

a) Facteurs favorisant le développement de zones ciguatoxinogénes

Suite a la destruction des récifs coralliens, des gazons algaux viennent s’y développer. Ils sont
composés de macroalgues sur lesquels prospérent des microalgues dont Gambierdicus Toxicus. I
faut signaler trois principales causes provoquant et accélérant la destruction des sites coralliens. I
s'agit d'abord de phénomenes d'origine naturelle qui peuvent étre de deux ordres :

- des facteurs biotiques tels que des organismes marins comme les Acanthaster ou les especes
corallivores, des surcharges en sels nutritifs, les marées rouges, le développement important de
cyanobactéries (conséquences du réchauffement climatique se manifestant par la destruction des
récifs coralliens par surexpositions aux rayons ultraviolets) ou,

- des facteurs abiotiques tels que des fortes variations de températures, de salinité ou de pH,
I’hydrodynamisme (exemple des tsunamis), des concentrations anormales en

éléments chimiques (exemple des métaux), la pluviométrie, la turbidité, la luminosité ou des
phenomenes climatiques plus globaux (EI Nifio, cyclone ou dépressions tropicales,...).

Ensuite il s’agit de perturbations anthropiques :

L’Homme impacte également les zones littorales de par ses activités parmi lesquelles on peut citer :
les apports en eléments chimiques ou en nutriments (phénoméne d’eutrophisation), les
perturbations mécaniques (dragage des récifs pour aménagements littoraux, les zones portuaires, les
ancrages) ou encore les changements dans la composition biologique d’un écosystéme et touchant
plus particulierement les especes fonctionnelles (importation d’espéces perturbant 1’équilibre
fonctionnel ou diminution de prédateurs) (11).
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La liste de ces facteurs n’est pas exhaustive. Les événements qui peuvent perturber les polypes
constituant les colonies récifales et entrainer la mort du corail sur des zones plus ou moins
étendues, font partie des facteurs favorisant les zones ciguatoxiques. Ces zones vierges de coraux
sains sont propices au développement des macroalgues, supports privilégiés des microalgues
ciguatoxinogenes, eléments déclencheurs de la chaine ciguatérique.

La multitude de parameétres a prendre en compte explique pourquoi il est complexe voire
impossible de prédire le potentiel toxique d’un poisson dans une zone récifale donnée. (12)

b) Organismes ciguatoxinogenes

« Les dinoflagellés

Gambierdiscus (principalement G. toxicus) : algue microscopique, dinoflagellé benthique

- Division : Pyrrophytes

- Classe : Dinophycées

- Ordre : Péridiniales

- Famille : Hetéraulacacées

- Genre : Gambierdiscus

Ces microalgues unicellulaires sont de forme lenticulaire et caractérisées par une encoche ventrale
(sulcus) ou s'inserent deux flagelles : le flagelle longitudinal (ou sulcal) qui joue le réle de
gouvernail et le flagelle transversal (ou cingulaire), qui ondule dans le cingulum. La coloration
globale de la cellule est variable, du vert clair au brun. (13)

Figure 10 : Cellule de Gambierdiscus : (a) schéma de la vue ventrale, (b) vue latérale en
microscopie optique et (c) vue ventrale en microcopie électronique a balayage

Il'y a dix Gambierdiscus recensées a ce jour : G. toxicus, G. belizeanus, G.yasumotoi, G.
polynesiensis, G. australes, G. pacificus, G carpenteri, G. carolinianus, G.caribaeus, G. ruetzleri.
Ces micro-organismes unicellulaires benthiques colonisent les coraux morts de fagcon naturelle ou
anthropique.
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Photo 2 : Les cellules de Gambierdiscus fixées aux thalles des macroalgues (7)

Gambierdiscus est trés sensible aux modifications de luminosité, de salinité et de température, son
développement est optimal dans les conditions suivantes :

— Température de 27-30°C,

— Salinité de 34,5 — 35,0%o,

—PH de 8,2 48,4,

— Milieu enrichi en sels nutritifs,

— Eclairement de I'ordre de 2 000 & 3 000 lux,

L’observation d’efflorescences de Gambierdiscus ne s’accompagne pas obligatoirement d’une
flambée de ciguatera: seules certaines lignées cellulaires sont génétiquement capables de produire
des CTXs. En effet, lors de recherches faites par I’Institut Louis Malard¢é (ILM) a Tahiti, il a été
découvert que seulement certaines lignées de cellules cultivées sont toxiques. La lignée G.
polynesiensis (TB-92) collectée a Tubuai en Polynésie Francaise a une toxicité enregistrée comme
la plus élevée qui est de 1,4*10-4 US / cellule (test souris) ou 11,9 pg d’équivalent de P-CTX-3C /
cellule (test RBA). A I'inverse, d’autres souches également présentes dans 1’algotheque de I’'ILM
telles G. toxicus GTT-91 et REN-1, ou G. pacificus HO 91 isolées a Tahiti et a la Réunion, se sont
avérees atoxiques.

Aujourd'hui, les bases génétiques de la biosynthese des cytotoxines ne sont pas totalement
élucidees. Des genes ou des familles de génes pourraient étre responsables de la toxicité chez
Gambierdiscus.

* Les autres dinoflagellés:

Les especes Prorocentrum lima et Prorocentrum mexicanum sont producteurs potentiels de
toxines impliquées dans la ciguatera. Ce genre de toxine a été identifié lors d’intoxications sévéres
par la consommation de barracuda. L'espece benthique Ostreopsis produit des PTXs.

Amphidinium et Coolia sont des dinoflagellés également suspectés d’étre impliqués dans le
syndrome ciguatera. (13)
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* Les cyanobacteries:

Dans la tribu d’Hunété a Lifou (Iles des Loyauté en Nouvelle-Calédonie) de récentes recherches
ont été faites afin de démontrer I’implication de cyanobactéries benthiques dans des intoxications
de type ciguatérique. Ces derniéres sont apparues suite a la consommation de bénitiers et de
poissons herbivores (perroquets). La cyanobactérie pélagique Trichodesmium erythraeum
synthétise des composés chimiquement proches des CTXs dont les effets sur la souris leur ont valu
la dénomination de «CTXs-like ». Les effets de ces toxines ressemblent a I'action des CTXs.

c¢) Organismes marins incriminés

* Poissons

Plus de 400 espéces de poissons récifaux sont identifiés comme responsables de ce type
d’intoxication tropicale. Les acanthuridés, les serranidés, les murénidés, les carangidés, les labridés,
les lutjanidés, les lethrinidés et les sphyraenidés constituent, notamment, des familles
potentiellement toxiques. Il faut souligner que la présence du poison n’altére ni le comportement, ni
I’apparence, ni ’odeur, ni le godt des spécimens atteints. Il n'y a aucun moyen de détection rapide,
simple et fiable de la ciguatoxicité en dehors des analyses en laboratoire. Par ailleurs, ce n’est que
lorsque le récif a subi des agressions que la ciguatera apparait dans des régions jusque-la épargnées
par cette pathologie. Les micro-algues responsables de I’intoxication sont alors ingérées, dans un
premier temps par les poissons herbivores brouteurs et détritivores, avant d’étre ensuite transférées,
via les especes Ichtyophages, jusqu’a I'hnomme. En reégle générale, toutes les espéces de poissons
peuvent potentiellement étre vecteurs des CTXs, des lors que les individus ingerent ces agents
toxiques. Les especes tropicales en fin de chaine, notamment les grands poissons des récifs
coralliens comme les barracudas, les loches, les lutjans, les anglais, les carangues ainsi que les
murénes, sont reconnues par les populations insulaires comme étant a haut risque de transmission
de ciguatera. De plus ces poissons peuvent accumuler des taux élevés de CTXs sans en étre
affectés. (10)

Quelques espéces en photos :

Photo 4 : Loc rayon de miel (Epinephelus merra) (4)
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Photo 5 : Lutjans (Iutjanus) (4)

PhotAo 6: M-urene(_g]ymnoforax funebris) (4)

A contrario, les espéces pélagiques, dites du large (thon, thazard...), seraient reconnues pour étre
indemnes de toxines. Cependant, ces constatations sont basées sur 1I’expérience des pécheurs ou des
consommateurs et a ce jour, ne sont pas validées scientifiquement. Il est méme difficile de certifier
formellement quelles sont les especes les plus toxiques, car les conditions environnementales
propres a chaque site de péche et le comportement alimentaire spécifique a chaque espéce pisciaire,
influent sur le degré de toxicité de chagque spécimen.

En outre, il faut savoir que les ciguatoxines sont des toxines liposolubles qui s’accumulent
préférentiellement dans les organes a forte teneur lipidique (foie, cerveau, gonades). Ainsi, leur
concentration dans le foie est 50 fois plus importante que dans les muscles, tout en sachant que
cette répartition physiologique varie en fonction des especes. C’est pourquoi les formes séveres ou
mortelles d’intoxications sont souvent liées a la consommation des viscéres et de la téte. (10)

« Bénitiers et gastéropodes

Photo 7 : Bénitier (4)
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Des bénitiers (Tridacna spp.) et des gastéropodes (Turbo spp. ou Trocha) ont provoqué
ponctuellement des cas graves d’intoxications assimilés a 1’intoxication ciguatérique. Ralph
Pawlowiez développe les syndromes d’intoxication atypiques (comme la sensation de bralure sur la
langue) impliquant les bénitiers et les oursins et souligne la nécessité de renforcer le dispositif de
surveillance actuel (14) .

D’autres organismes marins ont été impliqués dans des intoxications ciguatériques comme le
cephalopode (15) .Cependant, a ce jour, les recherches n’ont pas permis d’élucider formellement ce
ou ces type(s) d’intoxication(s) alimentaire(s).

Plus récemment, des cas d’intoxication par consommation d’oursins rappelant I’intoxication
ciguatérique ont également été observes a Rurutu (Australes, Polynésie Francaise). Des recherches
sont actuellement menées par ’ILM et I’'IRD pour comprendre 1’étiologie de ces intoxications
émergentes.

d) Transmission a ’homme : tableau clinique de la ciguatera

Un premier épisode ciguaterique ne protége pas contre une nouvelle intoxication. Au contraire, lors
d’une seconde intoxication par les CTXs, le patient développe une forme de ciguatera encore plus
sévere que celle ressentie la premiere fois.

Les symptémes aigus sont polymorphiques et se développent habituellement entre 2 et 12h apres
I’ingestion du poisson contaminé (16). On distingue 4 types de syndromes :

-neurologiques : troubles de la sensibilité (picotements autour des levres et du nez, fourmillements
des mains et des pieds, sensations de brilure au contact de 1’eau froide), démangeaisons, maux de
téte, sueurs, frilosité, fatigue ;

-gastro-intestinaux : nausées, vomissements, diarrhée ;

-cardio-vasculaires : hypotension, bradycardie ;

-musculaires et articulaires (17).

Degrés d'inconfort

Douleurs musculaires/articulaires

Picotements

Repas
toxique/

(d’aprés Lawrence et al. 1980. JAMA 244: 254-258)
47 temps
6 12 18 24h Semaines, mois ou années
| [ ——
Neurologique & Systemique

Figure 11 : Evolution des symptomes ciguateriques (7)

La ciguatera est rarement fatale (<1%) mais aprés une manifestation aigué de la maladie, certains
patients ressentent des symptdmes qui peuvent persister pendant des mois. La symptomatologie
chronique de cette intoxication est peu reportée dans la littérature. Les symptémes reviennent si le
patient consomme du poisson ou de l'alcool, lorsqu’il pratique une activité physique ou lors de
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relations sexuelles. (17) L’hypothése proposée mais non confirmée a ce jour est que les
ciguatoxines seraient stockées dans les tissus adipeux puis libérées dans la circulation sanguine lors
d’un effort physique. Cette intoxication n'immunise pas celui qui la contracte, au contraire, il
semble que les individus soient plus sensibles au second épisode qu’au premier (18).

4) Impact socio-économique et sanitaire

a) Impact sur la santé publique

Cette maladie pose un important probléeme de santé publique. En effet, elle peut étre invalidante
pendant de nombreux jours, voire des mois, selon sa gravité, en raison de I’absence de traitement.
De ce fait, elle présente un colt non négligeable pour les collectivités en soins médicaux et en perte
d’activité économique, notamment lorsque les malades ne peuvent plus pécher ou travailler (19).
Par ailleurs, la ciguatera a des conséquences sur le régime alimentaire de certains fliens, dont le
poisson est la principale source d’apport protéique. En effet, en cas d’intoxication grave, les
personnes touchées ne peuvent consommer de poisson pendant plusieurs mois et sont contraintes de
se tourner vers de la nourriture importée, aux qualités nutritionnelles moindre. Cette orientation
vers une alimentation moins saine favorise la consommation de produits entrainant 1’augmentation
des risques d’apparition de diabéte, d’hypertension artérielle et de maladies cardio-vasculaires dans
des régions déja tres touchées par ces affections chroniques.

b) Impact sur I’économie

Les petits pécheurs pour éviter de pécher des poissons lagunaires potentiellement porteurs de
I’intoxication, préférent s’orienter vers des especes du large, ce qui entraine pour eux un surcout de
leur activité. De plus, dans certaines régions lagunaires la réglementation limite ou interdit la vente
d’especes a risque, afin de protéger les consommateurs. Ces dispositions ont pour conséquence de
freiner I’économie de la péche lagunaire.

Par ailleurs, le tourisme et I’aquaculture se sont considérablement développés dans les régions
lagunaires. Ces activités économiques se sont implantées en dégradant les lagons par des
dynamitages, des constructions, des rejets de déchets polluants. Elles favorisent ainsi le
développement de I’environnement propice aux zones ciguatériques. (20)

Des tonnes de coraux morts sont brossés et lavés. La boue recueillie est filtrée, triée, analysée. Une
multitude de micro-organismes y est observée. Enfin, en 1976, a ’occasion d’une forte flambée de
ciguatera dans I’archipel des Gambier, le micro-organisme responsable de la toxicité des poissons
est identifié. C’est une micro-algue unicellulaire de la famille des dinoflagellés. Elle est baptisée
Gambierdiscus toxicus.

Face a ce fléau, de nombreuses recherches ont été faites pour mieux comprendre le mode d’action
de cette pathologie. Nous allons ainsi établir dans ce second chapitre I’analyse toxicologique de la
« gratte » ainsi que 1’étude précise d’un traitement phytothérapique utilisé par la population locale.
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CHAPITRE 2: ETUDE TOXICOLOGIQUE DE LA CIGUATERA AFIN DE METTRE AU POINT
UNE THERAPEUTIQUE

Nous allons étudier dans un premier temps le mécanisme d’action des toxines ciguatériques et dans
un deuxiéme temps nous analyserons les propriétés curatives de Vitex Trifolia dans le traitement
contre la ciguatera.

1) Toxines ciguatériques : leur mécanisme d'action

Deux familles de toxines sont impliquées dans I'étiologie de la ciguatera :

 Des composés lipidigues dont la ciguatoxine (CTX), que 1’on retrouve aussi dans la chair et le
foie de nombreux poissons responsables d’intoxications ciguatériques (carangues, loches,
perroquets...).

« Des composés hydrosolubles dont les maitotoxines, qui tirent leur nom du fait qu’elles ne sont
présentes que dans le tube digestif du maito (poisson chirurgien). (21)

1) Les toxines

a) Ciguatoxine : Famille liposoluble

» Généralité

Les toxines responsables de la ciguatera sont regroupées sous le terme général de "ciguatoxine™.
Trois familles sont identifiées selon leur origine géographique : les I-CTXs pour Indian Ocean
Ciguatoxins présentes dans 1’Océan Indien, les P-CTXs pour Pacific Ciguatoxins observées dans
I’Océan Pacifique et les C-CTXs pour Caribbean Ciguatoxins retrouvées dans la zone des Caraibes
(Taylor, 1985). A ce jour, toute origine confondue (dinoflagellaire ou piscaire), 39 CTXs (a savoir
23 P-CTXs, 12 C-CTXs et 4 I-CTXs) ont eté isolées. (22)

Les recherches sur les toxines ciguatériques ont été difficiles, en raison de I’importante quantité
de poisson toxique nécessaire pour en extraire les toxines.
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Figure 12 : Quantité nécessaire de poisson pour [’extraction de la ciguatoxine (7)

La concentration extrémement basse des toxines dans le poisson rendait le processus de purification
laborieux et fastidieux. Des tonnes de poissons ne produisaient qu’une quantité minuscule de toxine
pure dont la complexité moléculaire ne faisait qu’accroitre la difficulté.

* Isolement des ciguatoxines: CTX-4A et CTX-4B

Les chercheurs ont réussi, en recueillant des échantillons de ciguatoxine pure (CTX), isolée a partir
de foies de murénes prélevés aux Tuamotu et aux Marquises, a élucider la structure du principal
composé toxique, la ciguatoxine (codée CTX- 1B), (23). Par la suite, il a été découvert que la CTX-
1B était la principale toxine présente dans les murénes, ainsi que dans des vivaneaux tels que
Lutjanus bohar et des loches telles que Plectropomus leopardus. On peut supposer qu’il s’agit du
principal composé chimique présent dans la majorité des poissons carnivores ciguatoxiques. Le
travail d’isolement, qui s’est fait par un examen minuticux de toutes les fractions toxiques, a abouti
a la caractérisation chromatographique de plusieurs ciguatoxines dont la polarité est différente
lorsqu’on les soumet a la chromatographie a polarité de phase inversée. Ces toxines ont également
un poids moléculaire différent de la CTX-1B (23).

Ainsi, il a été montré que les toxines majeures isolées de cultures de G.toxicus sont moins polaires
que celle isolées de poissons herbivores qui , elles-mémes , sont moins polaires que celles issues de
carnivores (20). Le travail d’isolement effectué sur extrait liposoluble d’un grand nombre de G.
toxicus a I’état naturel (environ 20 000 millions de cellules) a abouti a la caractérisation par
chromatographie de neuf composes toxiques de masses moléculaires différentes (24).

Deux d’entre eux identifiés comme étant des stéréoisomeres, ont été codés CTX-4A et CTX-4B ou
toxines GT.

Les GTX-4A et GTX-4B sont épimeéres en C52, la conformation la plus stable thermodynamique
correspondant au squelette de type B de la GTX-4B. A partir des liens structuraux existant entre les
diverses toxines du Pacifique, ont proposé la séquence des étapes conduisant a la transformation
des GTX-4A et GTX-4B (isolée de G.toxicus) en CTXs pisciare, les CTX-1,-2,-3, et -4, tout en
précisant que I'existence de la CTX-4 restait a étre démontrée. Les CTX-1 et CTX-3 dérivent de
cette derniére par des métabolisations oxydatives. De méme CTX-2 et CTX-4 derivent de la
GTXA. (25)
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Le passage du squelette de type A au type B, qui se fait spontanément dans des conditions acides,
pourrait avoir lieu dans I'estomac de certains poissons.

+2 OH +1 OH ?
Squelette de type A : GTX-4A — CTX-2 — CTX-4—

Iépiméres en C52 l H+ H+ H+
+2 OH +1 OH ?

Squelette de type B: GTXB —» CTX-3 —— CTX-1 ——»

Figure 13 : Biotransformations (addition de OH) et spiroisomérisations ( par catalyse acide; H+)
et des CTXs du Pacifique : biotransformations oxydatives suspectées, (26).

» Structure chimique

Gréace a la résonance magnétique nucléaire (RMN), la structure de la P-CTX-1 a été élucidée (21).
L'isolement et/ou la caractérisation des premiére C-CTXs et I-CTXs ont été plus tardifs. Les P-
CTXs-1 et C-CTX-1 ont pour formules brutes respectives C60H86019 ( PM 1111.6) et
C62H92019 (PM 1141.7). (24).Les structures de onze CTXs ont été résolues. Si toutes sont des
polyéthers polycycliques solubles dans les lipides non neutres, des différences structurales existent
entre elles, non seulement au niveau des groupements greffées sur les cycles, mais aussi au niveau
du squelette. Certaines de ces toxines ne different entre elles que par la conformation d'un carbone
asymétrique (27).

R4

Figure 14 : Structure du "squelette” polyéther des ciguatoxines (4)

» Mécanisme d'action :

Les CTXs agissent au niveau du canal sodium voltage-dépendant. (25)

Ce sont des neurotoxines modifiant la perméabilité de la membrane cellulaire aux ions sodium. Elle
ouvre les canaux sodium sensibles au potentiel de membrane (CSSP) : protéines transmembranaires
présentes a la surface des cellules excitables (nerveuses musculaires ou myocardiques) ou de
certaines cellules non excitables comme les cellules gliales.

Les CSSP jouent un réle clé dans la propagation des potentiels d'action et donc dans le transfert de
I'information dans les nerfs et les muscles. La tres large distribution de ces canaux dans les tissus
nerveux et musculaires peut expliquer la variété des effets provoqués par les CTXs chez I'homme.
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Les CSSP sont des glycoprotéines transmembranaires formant un pore perméable aux ions sodium
(Na+) qui participent a la propagation du potentiel d'action (PA) (28).

Int

Figure 15 : Modele structural simplifié du canal sodium sensible au potentiel (CSSP) (25).

La figure 14 nous montre une section du complexe protéique d'un canal sodium qui traverse la
membrane cellulaire (double couche lipidique), avec une position possible de la ciguatoxine. Le
canal est montré dans un état de non-conduction dans lequel il se trouve généralement lorsque le
potentiel de membrane est au repos.

La toxine se fixe spécifiguement au niveau de la sous-unité o du site 5 de la protéine membranaire
constituant le canal. Les séquences extracellulaires des segments transmembranaires S6 (domaine 1)
et S5 (domaine V) seraient impliquées dans la formation du site fixant la toxine. Les CTXs ayant
une forte affinité pour le CSSP, leur fixation est quasi-irréversible (29). Les conséquences
celullaires des intéractions entre les CTXs et CSSP: dépolarisation membranaire, accompagnée de
I'apparition de potentiels d'action spontanés et /ou répétitifs, et en une augmentation du volume
cellulaire.

Différents travaux ont récemment montré que la P-CTX-1 agissait aussi sur les canaux potassium
K+ dépendant du voltage (30) conduisant au blocage macroscopique de ces récepteurs dans des
myotubes de rats .

L’impact des CTXs au niveau de la régulation de 1’équilibre ionique des cellules neuronales peut
alors expliquer les altérations neurologiques observées chez la plupart des patients souffrant de
ciguatera notamment les troubles sensitifs caractéristiques de la maladie (31).

« Potentiel toxique

Etant donnée leur grande stabilité chimique, les CTXs sont bioaccumulées lors de leur transfert
dans la chaine trophique et ce processus s’accompagne parallélement de leur bio-transformation par
le métabolisme oxydatif dans le foie de poissons entrainant une augmentation de leur potentiel
toxique. Le travail réalisé nous permet maintenant de mieux comprendre comment apparaissent les
toxines de la ciguatera. GTX-4A et ses formes oxydées pourraient subir une catalyse par
acidification conduisant a une spiro-isomérisation et produisant les autres formes de ciguatoxines
trouvées dans le poisson (GTX-4B, CTX- 1 et 3 par exemple) (32).

La toxicité de ces substances chez la souris augmente avec leur polarité. Une oxydation
progressive des toxines, corrélée a une augmentation de leur toxicité, semble donc s'opérer au long
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de la chaine alimentaire. Chez les poissons, ce processus se ferait par la voie des systémes de
détoxification a mono-oxygénases. Dans la région du Pacifique, l'ultime produit, actuellement
connu, de ces biotransformations toxifiantes est la P-CTX- isolée de poissons carnivores. Sa dose
létale (DL 50) est de 0,33 pg/kg en injection intrapéritonéale chez la souris. La CTX est la plus
polaire et la plus toxique connue & ce jour (33). Dans la région des Caraibes, la toxine pisciare
majoritaire est la C-CTX-1. Ces toxines accumulées dans la chair des poissons sont transportées le
long de la chaine alimentaire. Elles peuvent se trouver aussi dans le foie et les viscéres a une
concentration estimée a dix fois ce qu’elle est dans la chair. La répartition de ces toxines lipidiques
est différente selon les espéces de poissons ; la ciguatoxine CTX-1B est majoritaire chez les
carnivores alors que la toxine CTX-3B semble étre majoritaire chez les herbivores (34). On observe
une diversité des toxines le long de la chaine alimentaire, qui s’explique par le phénomene de
biotransformation que subissent les CTXs algales lors de leur accumulation aux différents niveaux
trophiques (prés d’une vingtaine d’analogues connus chez les seules P-CTXs). Cette
biotransformation consiste en une oxydation progressive des CTXs, des herbivores vers les
carnivores, rendant ces toxines a la fois plus actives et plus toxiques (35). On évoque ainsi la notion
de « profils toxiniques » spécifiques a chaque étage trophique.

Gambierdiscus —p Perroquets Murénes
1 — >
(Clone TUB4) que
1% 0 1.6%
13 4% 1 '0%0 o
36 % 198%  55% o
5.5%
7.7%

7 3% 11% 26.2% 54 8%
[ocTx 3C o CTX-3C nCTX-3C |
[aEpi CTX-3C (3B) nEpiCTX-3C 3B) | BCTX-3C-2(cu3)-o0l
OMseco CTX-3C 0Mseco CTX_4A 0 Aseco-CTX-3C-51-0l
mMseco Methyl acetal CTX-3C m54 Deoxy CTX-50-ol
[aCTX-4A oCTX-4A | mCTX-1B
nCTX-4B oAutres CTXs (6 fractions) 023 diol CTX-3¢ (CTC-2A1)

054 Deoxy 52 epi-CTX (epi2A2)
054 Deoxy CTX (2A2)
OCTX < 3.7 % poids (14 fractions)

Figure 16 : Exemples de profils toxiniques (exprimés en pourcentage de toxicité sauf pour les
herbivores qui sont exprimés en pourcentage de poids) représentatifs des trois maillons trophiques
(microalgues, herbivores et carnivores) (36)

BOULON 33
(CC BY-NC-ND 2.0)



b) Les Maitoxines

: Famille hydrosoluble

Les maitotoxines (MTXSs) sont des neurotoxines extrémement puissantes qui tirent leur nom du
maito, nom tahitien du poisson chirurgien Ctenochaetus striatus dont le premier type, MTX-1, a été
isolé par Yasumoto. La maitotoxine est la plus puissante toxine marine connue a ce jour .
De nature hydrosoluble elle a été isolée du dinoflagellé G. toxicus (la ciguatoxine ne representerait
que 01 a 1 % de la toxicitt totale de G. toxicus in  vitro).

« Structure chimique:

La MTX est pres de trois fois plus grande que la CTX, et sa formule moléculaire est
C164H256068S2Na2; sa masse moléculaire est de 3422 Da. Elle est composée d’une chaine
carbonée C142, de 32 cycles d’éther, de 28 hydroxyles et de 21 méthyles. Comme c’est le cas pour
la CTX, la majorité¢ des cycles d’éther de la MTX sont fusionnés en forme d’échelle. Les deux
toxines sont des entités moléculaires entierement différentes. (37)

Maitotoxin P on

OH
N103SO H
HO\ o ~L O § }‘
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W § W C°
OSO3Na OH

Figure 17 : Structure de la MTX-1, PM > 3 000 (4)

» Mécanisme d'action :

Les MTXs sont des neurotoxines dont les effets sont centrés sur les canaux calcium. Les MTXs
activent les canaux calciques des cellules (sensibles ou non au potentiel), engendrant une
augmentation de la perméabilité membranaire aux ions calcium (Ca2+).

Elles provoquent une plasmolyse des cellules par une accumulation lente et progressive de calcium
intracellulaire. Les études neurophysiologiques montrent que les MTXs causent un effet inotrope
positif (augmentation de la contractilité) sur le muscle lisse. Les MTXs provoquent des effets
hémolytiques, ichtyotoxiques et cytotoxiques. (38)
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c) Scartoxine

La toxine longtemps dénomée scartoxine (SG1), isolée pour la premiére fois des muscles d'un
perroquet bleu ( Scarus gibbus) est aussi une CTX. Isolée aux cotés de la P-CTX-1, elle est
également liposoluble et insoluble dans I'nexane, mais de moins forte polarité. La scaritoxine fut
décrite comme un métabolite vraisemblable de la CTX et spécifique a la famille des Scaidae.
Cependant, Endean et al en 1993 mirent en évidence la présence majeure, en terme de toxicité chez
la souris face a celle des CTXs, de substances scaritoxiques dans la chair des poissons carnivores
Scomberomorus commersoni. lls soulevérent I'hypothése d'une conversion de toxines liposolubles
plus plolaires, s'opérant avec le temps lors de la conservation du poisson. Finalement, la scaritoxine
a été identifiee comme étant la GTX-4A du Pacifique ( ou CTX-4A ou P-CTX-4A) , capable de
seconvertir en GTXB ( plus stable) dans des conditions acides ou chlorée. (39)

2) Meéthode de détections de la ciquatoxine : le test neuropharmacologique « interaction
ligand-récepteur »

Comment peut-on déterminer si un poisson est toxique ou non? Ni I’odeur, la couleur et ni le goit
ne permettent d'identifier un poisson sain d’un individu contaminé. A ce jour, il n’existe aucun test
totalement fiable sur le marché. De fait, la mise en place d’un test de référence a la fois sensible,
simple, rapide, fiable, utilisable sur le terrain et peu onéreux demeure actuellement un des
principaux enjeux actuels pour la communauté de chercheurs spécialisés dans le domaine (40).

Les principaux obstacles a la détection des CTXs sont les faibles quantités de toxines a détecter
dans les matrices contaminées et la multiplicité des toxines en jeu avec des structures et des degrés
de toxicité tres variables. La faible disponibilité en toxines pures est le facteur limitant pour
I’avancée des recherches. Malgré ces contraintes des méthodes ont été développées en laboratoire.

A TPlInstitut Louis Malardé (Tahiti, Polynésie francaise), plusieurs tests de détection sont déja
utilisés en routine ou en cours de développement et/ou de validation :

- le test biologique de toxicité aigué sur la souris a été, historiquement, le premier test mis en
place pour la détection des CTXs dans la chair des poissons toxiques. Il permet d’estimer la toxicité
globale d'un extrait toxique brut. (41)

- les méthodes physico-chimiques telles que les techniques chromatographiques de type HPLC ou
LC-MS permettent, quant a elles, de séparer et de caractériser les différentes CTXs en fonction de
leurs propriétés structurales. Elles sont d’un grand intérét pour une identification précise des toxines
présentes dans la matrice analysée, mais la LC-MS notamment reste une méthode encore trop
onéreuse pour envisager une utilisation répétée.

- le test neuro-pharmacologique « interaction ligand-récepteur » utilise I'affinité des CTXs pour
des récepteurs membranaires particuliers que sont les protéines canal Na+. Il est basé sur la
competition entre la brévétoxine tritiée et les CTXs éventuellement présentes dans 1’échantillon
biologique a analyser. Sous sa forme actuelle, il utilise comme source de canaux sodiques des
préparations de synaptosomes de cerveau de rats. Ce test est actuellement en cours de validation a
grande échelle a I'lLM, et celui le plus proche d'une utilisation en routine. (42)
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- la méthode immunochimique basée sur la détection des CTXs au moyen d'anticorps anti-CTXs
est également envisagée. Les toxines polyéthers n’étant pas des composés immunogeénes par nature.
Elle est actuellement en cours de développement a I’ILM, en collaboration avec I’Institut Pasteur de
Nouvelle-Calédonie.

- les tests de cytotoxicité cellulaire, enfin, permettent de doser les effets des CTXs sur la viabilité
de différentes lignées cellulaires. L’intérét de ce test pour la détection des CTXs dans différentes
matrices biologiques constitue I’objet de la présente étude. (36)

Nous développerons dans cette partie, le test neuro-pharmacologique « interaction ligand-récepteur
» . basé sur la capacité des ciguatoxines (considérées ici comme le ligand) a se fixer sur des
récepteurs de nature proteique, présents en grande quantité au niveau des membranes de cellules
nerveuses.

Détaillons le test neuro-pharmacologique

* Le récepteur canal sodium

Le canal sodium est présent en grande quantité au niveau des membranes des cellules excitables qui
laissent passer sélectivement les ions sodium. C’est une protéine transmembranaire constituée de
trois sous-unités. Le schéma ci-dessous représente la sous-unité alpha (o 260 kDa) associée aux
sous-unités béta 1 et béta 2 La sous-unité Bl est liée a la sous-unité a par des liaisons non
covalentes alors que la sous-unité B2 est liée par des ponts disulfures (S-S). Les trois sous-unités
sont fortement glycosylées sur la face externe de la molécule et la sous-unité o posséde de
nombreux sites de phosphorylation (P) (43).
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Figure 18 : Fixation spéecifique a haute affinité sur le site 5 de la sous-unité a du canal sodium (43)
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Les sites de fixation des toxines marines (STX, TTX, PbTx, CTX, ..) les études
pharmacologiques de compétition, de mesure du flux ionique (22Na) et de mutagenése ont permis
d’identifier sur les canaux sodium de mammiferes six sites récepteurs, numérotés de 1 a 6. (12)

* Les sites de fixation des toxines marines (STX, TTX, PbTx, CTX, ...)

Ces sites sont les récepteurs de fixation de nombreuses neurotoxines associées au canal sodium
activé par le potentiel d’action. Le site 5 de la sous-unité alpha du canal sodium est le récepteur de
2 familles de toxines marines de type polyéther : les ciguatoxines (CTXs) et les brévétoxines
(PbTxs), synthétiseées respectivement par les dinoflagellés Gambierdiscus et Karenia brevis. La
propriété de ces toxines de se fixer de facon spécifique sur le site 5 du canal sodium a permis
d’¢laborer un test de détection dit « Interaction ligand-récepteur ». Ce test permet ainsi de détecter
et doser les ciguatoxines présentes dans un échantillon d'algue ou de poisson. Le principe
théorique : si un radio ligand (L*) est mis en présence de son site récepteur (R), un complexe radio
ligand-récepteur se forme. Un équilibre s’établit entre ces deux états qui peut s’exprimer par
I’équation suivante : [L*] + [R] & [L*-R]. (43)

Si on ajoute a ce mélange des concentrations croissantes de molécules inhibitrices non marquées
qui entrent en compétition avec le radio ligand, la quantité de récepteur disponible va diminuer, ce
qui se traduit par une diminution de la quantité de complexe marqué formée. La courbe représentant
le pourcentage de complexe formé en fonction de la concentration en inhibiteur (1) en échelle semi-
Log est une sigmoide.

Récepteur
Radioligand

i + <> i Grice 3 Tutisation d'un complexe radiomarqué PHIPBTx-3/canal

, : y v sodium, il est possible de suivre le déplacement de la PbTx radio-

tillon biologique, en mesurant la décroissance de la radicactivité

dans le tube réactionnel. Cette courbe de décroissance de la

A radioactivité va nous permettre de déterminer I'IC,.
_+_ 100% B ‘

Inhibiteur IC,, : Concentration de CTX nécessaire
4 " pour déplacer 50% de la PHJPbTx-3

complexée totale

CTX
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4 | 4

sodium et des CTXs, celles-ci vont
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Figure 19 : Fixation des CTXs (43)
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I1) Etude des propriétés curatives de Vitex Trifolia dans le traitement de la ciguatera

Des remedes traditionnels sont utilisés dans le Pacifique pour soigner la ciguatera. Ainsi, quelques
plantes ont été sélectionnées pour évaluer leurs effets sur I'induction des cytokines par du LPS
(lipopolysaccharide), (44).

Vitex trifolia (Verbenaceae) est une plante couramment utilisée contre la ciguatera

ichtyosarcotoxisme dans la région du Pacifique. Le potentiel anti-inflammatoire d'un extrait aqueux
de Vitex trifolia a été étudié par I’une des équipes de chercheurs de 1’Institut Pasteur en Nouvelle
Calédonie. Les études ont été réalisées en surveillant les effets de la modulation de cytokines,
médiateurs de l'inflammation, ainsi que sur les profils d'expression de synthase inductible de
I'oxyde nitrique (iNOS) qui produit le radical libre oxyde nitrique (NO). (19)

Vitex trifolia

Cette plante est souvent confondue avec Vitex rotundifolia qui fait également partie des
Verbenaceae. Il s'agit d'un arbuste assez dense, qui possede des feuilles trifoliées, celles-ci ayant
une activité anti tumorale, antifongique, antibactérienne et insecticide intéressante. Elles présentent
également une certaine cytotoxicité (45). Un extrait de fruit de Vitex rotundifolia inhiberait la
libération d'histamine chez des rats et l'inhibition serait d'autant plus grande que la quantité d'extrait
de fruits par kilogramme de rat est élevée.Cette plante aurait donc des propriétés antiallergiques
remarquables (46).

Etude du potentiel anti-inflammatoire de Vitex trifolia

Les chercheurs ont utilisé les macrophages murins comme modele dans cette étude ainsi que les
cytokines IL-1. et IL-6, des cytokines pro-inflammatoires ; IL-10 une cytokine anti-inflammatoire
(47).

L'extrait aqueux des feuilles de Vitex trifolia a montré une activité inhibitrice significative
dépendante du temps sur l'interleukine IL -1, IL-6 ainsi que la synthése de 'ARNm de iNOS.
Cependant on remarque une faible influence sur le facteur de nécrose tumorale TNF -alpha,
impliqué dans la réponse inflammatoire (48).

En outre, l'extrait de cette plante semble induire la cytokine IL-10 anti-inflammatoire LPS-
dépendantes. Ces résultats ont éte confirmés par ELISA en utilisant des anticorps spécifiques a des
souris IL-6, IL-10 et TNF-alpha (49).

Ces résultats permettent donc de mettre en évidence le potentiel anti-inflammatoire de V. trifolia et
laissent envisager la possibilite que cette plante puisse entrer dans le cadre d'un traitement efficace
contre la ciguatera, celui-ci n'existant pas encore. (50)
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CONCLUSIONS

Les mers et les océans constituent une immense réserve d’une nourriture indispensable a la vie et la
survie de ses millions d’individus. Néanmoins, certains d’entre eux recelent des substances toxiques
responsables d’intoxications touchant une grande partie de la population. Parmi ces intoxications,
I’'une d’elle, appelée ciguatera est bien connue des populations établies dans le Pacifique et
notamment en Nouvelle-Calédonie. Cette thése dresse un portrait de 1’épidémiologic et de la
toxicologie de la ciguatera, en vue d’apporter des ¢léments complémentaires utiles a 1’amélioration
de la prise en charge et de la prévention de cette intoxication. Nous aborderons le sujet selon de deux
axes principaux. Le premier décrit I’ichtyosarcotoxisme selon sa dynamique environnementale, les
principales intoxications alimentaires provoquées par les organismes marins seront développées. Le
second détaille, la toxicologie de la ciguatera en identifiant les toxines ciguateriques avec leur
mécanisme d’action ainsi que les propriétés curatives de Vitex Trifolia pour soigner la ciguatera.
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RESUME

Les mers et les océans constituent une immense réserve d’une nourriture indispensable a la vie et la
survie de ses millions d’individus. Néanmoins, certains d’entre eux recélent des substances toxiques
responsables d’intoxications touchant une grande partie de la population. Parmi ces intoxications,
l'une d’elle, appelée ciguatera est bien connue des populations établies dans le pacifique et
notamment en Nouvelle-Calédonie. Cette these dresse un portrait de I'épidémiologie et de la
toxicologie de la ciguatera, en vue d’apporter des éléments complémentaires utiles a I'amélioration de
la prise en charge et de la prévention de cette intoxication. Nous aborderons le sujet selon de deux
axes principaux. Le premier décrit I'ichtyosarcotoxisme selon sa dynamique environnementale, les
principales intoxications alimentaires provoquées par les organismes marins seront développées. Le
second détaille, la toxicologie de la ciguatera en identifiant les toxines ciguateriques avec leur
mécanisme d’action ainsi que les propriétés curatives de Vitex Trifolia pour soigner la ciguatera.
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