
UNIVERSITE DE LIMOGES

ECOLE DOCTORALE Science - Technologie - Santé

FACULTE de MEDECINE

Année : 2003

Thèse N° 100 B

Thèse

pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE L�UNIVERSITE DE LIMOGES

Discipline / Spécialité : Neuropathologie

présentée et soutenue par

Annabelle DARSAUD

le 22 octobre 2003

ETUDE DE LA DYSRYTHMIE CIRCADIENNE DE L�ALTERNANCE VEILLE-SOMMEIL,

SUIVI CLINIQUE ET VALIDATION THERAPEUTIQUE DANS UN MODELE

EXPERIMENTAL DE TRYPANOSOMOSE AFRICAINE.

Thèse dirigée par B. Bouteille et L. Bourdon

JURY :

M.M. DUMAS, Professeur (Limoges)                                                         Président

M. R. CESPUGLIO, Directeur de Recherches INSERM (Lyon)                Rapporteur

M. P. VINCENDEAU, Professeur (Bordeaux)                                            Rapporteur

MCS A. BUGUET, Maître de recherches (Marseille)                                 Examinateur

MCS L. BOURDON, Directeur de recherches (Grenoble)                          co-Directeur de Thèse

M. B. BOUTEILLE, Maître de Conférences (Limoges)                              Directeur de Thèse



1

Ce travail a été réalisé au Centre de recherches du Service de santé des armées, département des

facteurs humains

IL A BENEFICIE DU SOUTIEN DE LA REGION RHONE-ALPES (FRANCE, THEMATIQUES

PRIORITAIRES SANTE, 2000-2002 N° 01 018675 01), DE LA COMMUNAUTE

EUROPEENNE AU TITRE DE L�OBJECTIF 3 ET DU CONSEIL REGIONAL DU LIMOUSIN. 



2

Remerciements

Ce travail a été réalisé dans l�unité de physiologie de la vigilance du centre de recherches du service

de santé des Armées à La Tronche. Je tiens à remercier :

Monsieur le Professeur Michel Dumas pour avoir accepté de présider le jury de cette thèse ;

Messieurs les Docteurs Vincendeau et Cespuglio d�avoir bien voulu juger ce travail en acceptant

d�être rapporteur ;

Monsieur le Docteur Bouteille qui a dirigé cette thèse ;

Monsieur le Docteur Bourdon qui a conjointement dirigé cette thèse. Sa compétence, sa patience et

ses qualités humaines ont soutenu ce travail ;

Monsieur le Docteur Buguet qui m�a accueillie dans son unité ;

Tous les personnels et tous les étudiants de l�unité de physiologie de la vigilance ; 

Les informaticiens pour leur gentillessse et leur disponibilité ;

Une pensée particulière est adressée à toute ma famille, ainsi qu�à tous mes amis de Limoges,

Bordeaux et d�ailleurs qui ont su me soutenir dans les moments difficiles.

                                                                                                                                            A mon Papa



3

La trypanosomose humaine africaine (THA) ou maladie du sommeil est provoquée par

Trypanosoma brucei gambiense (Afrique de l�Ouest et Centrale) et par T. b. rhodesiense (Afrique

de l�Est), protozoaires flagellés à développement extracellulaire, inoculés à l�homme par piqûre

d�une glossine (mouche tsé-tsé) (Baker, 1995).

La distribution géographique de la THA, exclusivement africaine, occupe le tiers du continent  bien

que limitée à la ceinture tropicale en raison de la biologie du vecteur de transmission. Elle sévit en

Afrique intertropicale, dans une zone délimitée entre 14o de latitude nord et 29o de latitude sud, qui

correspond à la distribution géographique de son vecteur de transmission, la glossine (Molyneux et

coll., 1996). Dans cette vaste zone, la répartition se fait en foyers dispersés.

La THA mortelle en l�absence de traitement constitue un problème de santé publique en Afrique où

selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 60 millions d'individus sont exposés au

risque de contamination (Kuzoe, 1993). Dans certaines zones endémiques, 10 % de la population

est atteinte (Cattand, 1994). Actuellement, elle connaît une recrudescence remarquable caractérisée

par l�éclosion de nouveaux foyers endémiques en raison d�une surveillance et d�un dépistage des

patients d�inégale efficacité.

Les manifestations de la maladie du sommeil en Afrique sont connues depuis longtemps, le Soudan

occidental constitue l�un des foyers historiques parmi les plus anciens (Bado, 1993). Les premières

descriptions cliniques remontent au XVIIième siècle, et soulignent le symptôme le plus

caractéristique, le sommeil ou plutôt une manifestation léthargique incoercible.

Après une période d'incubation, la maladie évolue généralement en deux phases, parfois difficiles à

distinguer (Poltera, 1985). Une première phase correspond à l'envahissement du système

lymphatico-sanguin par les trypanosomes. Une deuxième phase d�atteinte du système nerveux

central (SNC), définie par la présence du trypanosome dans le liquide céphalorachidien (LCR), se

manifeste par une aggravation des signes neurologiques et l'apparition des troubles du cycle veille-

sommeil (Buguet et coll., 1994 ; Villanueva, 1993). Cette phase de polarisation cérébrale avec

méningo-encéphalite se développe de manière insidieuse, pendant des mois ou même des années

après infection. Le diagnostic de cette seconde phase repose encore de nos jours sur la détection de

trypanosomes dans le LCR. 

Dans la THA, les mécanismes physiopathologiques restent mal connus, en particulier ceux liés à

l'action propre du parasite et ceux indirects liés à la mise en jeu du système immunitaire qui peuvent

surajouter leurs propres effets comme cela a été démontré dans d'autres protozooses.



4

Les mécanismes physiopathologiques de la THA semblent liés à l�incapacité du système

immunitaire à éliminer le trypanosome de l�organisme hôte. Des vagues de parasitémie se

succèdent, liées à l�apparition de parasites portant des glycoprotéines variables de surface (VSG)

antigèniquement différentes. Cette variation est un des moyens permettant au trypanosome

d�échapper aux défenses immunitaires, le nouveau variant exprimé n�étant pas reconnu par les

anticorps produits contre les VSG antérieurement exprimées. 

Le trypanosome peut agir directement ou indirectement sur les cellules du système immunitaire

provoquant la synthèse de cytokines, de monoxyde d�azote et d�autres médiateurs (Olsson et coll.,

1992). De plus, des perturbations biologiques caractéristiques ont été constatées parmi lesquelles

des anomalies du métabolisme du tryptophane, précurseur de la sérotonine et une profonde

dysrégulation du système immunitaire, avec, notamment hypergammaglobulinémie majeure et

apparition d'auto-anticorps.

L'utilisation courante de dérivés arsenicaux comme traitement de référence au stade avancé de la

maladie conduit à une encéphalite d'étiologie indéterminée chez 5 à 10 % des patients. Les

mécanismes de la variation antigénique développés par le parasite pour échapper aux défenses

immunitaires de l'hôte et la complexité du cycle évolutif du parasite dans chaque hôte constituent

des obstacles au développement éventuel d'un vaccin.

Les différents modèles expérimentaux développés s�intéressent aux désordres

immunohistochimiques impliqués dans l�atteinte méningo-encéphalitique de la maladie. Ces

modèles animaux ont, pour la plupart, été mis au point avec des souches pathogènes pour l�homme

et ont montré des lésions spécifiques du système nerveux central. Un nombre limité de travaux a été

développé sur la base d�un suivi clinicophysiologique de l�animal depuis l�inoculation du parasite

jusqu�à la mort, permettant ainsi de mettre au point un modèle reproduisant la pathologie de la

phase neurologique avec ses signes cliniques spécifiques. Un tel modèle expérimental présente une

importance capitale dans les perspectives d�études de l�évolution de l�atteinte cérébrale de la THA

et dans la compréhension des mécanismes sous-jacents à l�apparition d�une perturbation clinique

spécifique. En outre, la connaissance de la cinétique d�apparition d�un trouble clinique faciliterait la

caractérisation des altérations physiologiques responsables des perturbations observées. De plus,

l�utilisation d�une souche non-infectante pour l�homme constituerait une précaution supplémentaire

contre les risques de contamination suite à des accidents de manipulation des souches pathogènes en

laboratoire.
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Une meilleure connaissance des signes cliniques, des dates d�infection du SNC par le parasite, de

l�évolution des lésions en fonction du temps après infection pourrait conduire à une meilleure

appréciation des protocoles de traitement existant et le développement de nouvelles thérapeutiques.
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1. CHAPITRE I : LA TRYPANOSOMOSE HUMAINE

AFRICAINE

1.1. Localisation géographique

La trypanosomose humaine Africaine (THA) affecte l�Afrique sub-saharienne dans une zone

s�étendant entre 14 degrés de latitude Nord et 29 degrés de latitude Sud (OMS, 1998). Ces latitudes

correspondent aux limites d�extension géographique du vecteur, la glossine. Trente six pays sont

concernés, en particulier la République démocratique du Congo, l�Angola, le Soudan, et l�Ouganda

pour lesquels l�endémie relève un caractère d�extrême urgence (figure 1). La maladie se transmet à

l�intérieur de foyers d�endémie établis de longue date dans toute la zone infectée par les glossines.

Depuis les premières descriptions de cas de trypanosomose au début du siècle dernier et

l�identification de l�agent causal, 250 foyers historiques sont recensés (Leak, 1998). Ces foyers

irrégulièrement distribués, sont caractérisés par leur variation importante dans le temps et l�espace.

La trypanosomose due à T. b. gambiense sévit en Afrique occidentale et centrale intertropicale,

notamment en République Démocratique du Congo, en République de Centre-Afrique, au

Cameroun, en Angola, au sud du Tchad. Les foyers de trypanosomose due à T. b. rhodesiense sont

situés en Afrique orientale : Zambie, Ouganda et Tanzanie sont particulièrement touchés (Paquet et

coll., 1995 ; Cattand, 1994 ; Molyneux et coll., 1996).
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Figure 1: Répartition des foyers endémiques à Trypanosomose.

1.2. Epidémiologie

1.2.1. Résurgence

La maladie fut découverte par la caractérisation au début du XXième siècle de Trypanosoma brucei

gambiense et rhodesiense dans le sang de malades. Elle est restée non contrôlée jusqu'à la mise en

place de programmes de recherches systématiques de malades, par l�établissement de diagnostics et

l�élaboration de traitements. Le médecin militaire français Jamot a développé au Cameroun la

première équipe mobile de dépistage et de traitement qui permettra de contenir l�affection. La

maladie fut pratiquement éradiquée vers les années 60 grâce aux campagnes internes de prophylaxie

entreprises dans la majorité des régions endémiques. L'abandon progressif de ces campagnes de

détection, associé aux dégradations des conditions sanitaires, économiques et politiques de

beaucoup de pays ont mené à la résurgence de la maladie (Dumas, 2000). En outre, d'anciens foyers

quiescents se sont réveillés, et donnent lieu à de nouvelles épidémies (Truc et Cuny, 2001). La

dissémination de la maladie se fait rapidement et facilement, en raison des migrations de

population. Ainsi, des foyers apparaissent de plus en plus près des villes, alors que la THA était

auparavant circonscrite aux zones forestières, à la savane, près des rivières et ruisseaux, qui
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correspondent aux zones d'habitats du vecteur (Cattand, 1994 ; Molyneux et coll., 1996 ; Van

Nieuwenhove, 1998).

L�absence de dépistage actif par arrêt ou impossibilité d�action des équipes mobiles (situation

sanitaire et sociale, conflits), les déplacements importants de population (réfugiés), la pathogénicité

des trypanosomes ou encore l�évolution génétique des parasites, sont autant de facteurs aggravants.

En 1998 et en 1999, quelques 45 000 nouveaux cas sont notifiés annuellement à l�OMS par

l�ensemble des pays endémiques africains. En République Démocratique du Congo (RDC), environ

10 000 cas étaient diagnostiqués chaque année à la fin des années 1980. En 1990, les activités de

lutte ont été suspendues en raison de l�interruption de l�aide technique et financière extérieure. A la

reprise timide des activités, en 1994, le nombre de nouveaux cas était de 30 000 (on estimait alors

qu�au moins 150 000 individus étaient atteints). En Angola, le nombre de nouveaux cas fut

multiplié par six à la suite de l�interruption du programme de lutte pour cause de guerre et de

troubles sociaux. En 1999, pour la première fois dans l�histoire de la maladie, des foyers urbains et

péri-urbains sont identifiés à Kinshasa et à Luanda. 

1.2.2. Prévalence

L�Organisation mondiale de la Santé (Kuzoe, 1993 ; OMS, 1998) estime à 60 millions la population

concernée et entre 300 000 à 500 000 le nombre de malades (OMS, 2000). Dans certaines régions,

dans des villages de l'Est de la RDC par exemple, la prévalence est de 70%. La prévalence globale

de pays tels que l'Angola ou la RDC est estimée entre 3 à 6%. Au Soudan, la situation est

dramatique avec une prévalence de 20% au sud-ouest du pays (Van Nieuwenhove, 1998). En RDC,

101000 nouveaux cas ont été identifiés de 1991 à 1997, dont 25000 cas diagnostiqués en 1997, pour

seulement 9% de la population exposée au risque et examinée (Van Nieuwenhove, 1998). La

plupart des chiffres avancés sont basés sur des estimations, l'étendue réelle de l'endémie est très

probablement loin d�être circonscrite.
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1.3. Le trypanosome 

1.3.1. Taxonomie

Les trypanosomes africains sont des protozoaires flagellés sanguinoles à développement

extracellulaire appartenant à l'ordre des Kinetoplastida, famille des Trypanosomatidae, genre

Trypanosoma.

Les Trypanosomatidae sont des organismes unicellulaires très mobiles à certaines phases du cycle

de développement, répartis en huit genres. Les genres Leishmania et Trypanosoma comprennent les

espèces pathogènes pour l'homme. Parmi les espèces du genre Trypanosoma, hormis les

trypanosomoses africaines, une autre maladie humaine à trypanosome est connue, la maladie de

Chagas, américaine, provoquée par T. cruzi. En Amérique, quelques rares cas de parasitisme à T.

rangeli sont décrits chez l'homme, ils sont accidentels et de découverte fortuite (Coura et coll.,

1996).

Figure 2: Classification des Trypanosomoses (Vickerman, 1985).

Les trypanosomes africains appartiennent au genre Trypanosoma et sont répartis en quatre sous-

genres : Trypanozoon : [T. brucei, T. evansi, et T. equiperdum], Duttonella : [T. vivax et T.

uniforme], Nannomonas : [T. congolense et T. simiae], Pycnomonas : [T. suis] (Figure 2).
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Les deux sous-espèces pathogènes pour l�homme, T. gambiense et T. rhodesiense appartiennent au

groupe d�espèces T. brucei. Elles se distinguent par leur aire géographique, leur mode de

transmission et la symptomatologie qu�elles déterminent. Les trypanosomes T. b. brucei, T.

congolense et T. vivax infectent spécifiquement l�animal. Les différences morphologiques entre

espèces sont peu marquées.

1.3.2. Morphologie

Les trypanosomes ont une forme allongée avec un noyau central légèrement ovale et

hétérochromatique qui contient l'essentiel du génome (Figure 3). Le kinétoplaste est postérieur et

contient de l'ADN extra-nucléaire. Les apports d'énergie sont assurés par la mitochondrie. Son

degré de développement, variable au cours du cycle de développement du parasite, conditionne la

position plus ou moins postérieure du kinétoplaste (Vickerman, 1969). Le flagelle, extrêmement

mobile, naît près du kinétoplaste et se prolonge libre à l'extrémité antérieure du parasite. Il s�agit

d�un prolongement du cytoplasme soutenu par des microfibrilles, qui longe le corps dans un repli de

la membrane plasmique formant une membrane ondulante. A la base du flagelle, une invagination

membranaire forme la poche flagellaire. La taille du trypanosome varie de 15 à 30 µm selon

l'espèce.

Chez l�hôte mammifère, la menbrane plasmique est revêtue de glycoprotéines de surface de 12 à 15

nm d�épaisseur (Cross, 1975 ; Van Meirvenne et coll., 1975) dont la variabilité antigènique lui

permet d�échapper au système immunitaire. Le cytosquelette du trypanosome est essentiellement

constitué d�un système de microtubules superficiels, dits « pelliculaires », situés à 10 nm sous la

membrane plasmique et espacé régulièrement de 25 à 30 nm, présentant ainsi une structure en

forme de palissade sous le manteau de glycoprotéines (Vickerman, 1973). Le trypanosome se

développe en différents stades dans le sang de l'hôte vertébré et dans le système digestif de l�hôte

invertébré vecteur. Des différences morphologiques, métaboliques et antigéniques existent en

fonction des stades successifs. 

Dans les ganglions et le liquide céphalo-rachidien (LCR), la morphologie du trypanosome est

identique à la forme sanguine. L�existence de formes amastigotes et trypomastigotes intracellulaires

a été décrite (Ormerod et Venkatesan, 1971 ; Mattern et coll., 1972), mais reste jusqu�à présent

controversée.
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A: flagelle, B: cytosquelette, C: noyau, D: mitochondrie, E: kinétoplaste, F: glycosome, G: poche

flagellaire, H: corps basal, I: appareil de Golgi, J: reticulum endoplasmique, K: membrane

ondulante, L: attachement du flagelle à la membrane ondulante, M: attachement du flagelle

directement à la cellule

Figure 3: Ultrastructure d'un trypanosomose de l'espèce Trypanosoma brucei (Mulligan HW et

Vickerman K).

1.3.3. Cycle de développement

Les trois sous-espèces brucei, gambiense et rhodesiense sont comparables sur le plan

morphologique. Chez 1'hôte vertébré, la forme trypomastigote revêt deux aspects : une forme

longue (25 à 30 µm) avec une membrane ondulante et un flagelle bien développés, et une forme

courte (15 à 20 µm) sans flagelle libre. Ces deux formes cohabitent et peuvent être retrouvées sur un

même frottis sanguin. 
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Le cycle chez la glossine dure entre 20 et 30 jours, durant lesquels il est possible de distinguer une

forme procyclique, une forme mésocyclique et une forme épimastigote (figure 4).

Les formes trypomastigotes sont ingérées par la glossine lors de son repas sanguin. Seules les

formes courtes sont capables de poursuivre leur évolution chez le vecteur, les formes longues étant

responsables de la multiplication et de l'envahissement tissulaire chez le mammifère. Dans l'intestin

moyen de la mouche les trypomastigotes courts se multiplient et se transforment en trypomastigotes

allongés procycliques, puis mésocycliques et migrent dans le proventricule sous forme

épimastigote. La migration se poursuit vers la trompe, 1'hypopharynx et les glandes salivaires où les

épimastigotes prennent leur forme infestante trypomastigote métacyclique (Vickerman, 1985).

Durant toute la vie de la mouche, des formes métacycliques se génèrent à partir des épimastigotes. 
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Figure 4: Représentation schématique du cycle de développement de Trypanosoma brucei chez le

mammifère et le vecteur (d'après Vickerman, 1985).

1.4. La transmission

1.4.1. La glossine 

Les glossines appelées mouches tsé-tsé dans le sud de l�Afrique à cause du bruissement de leurs

ailes, sont des insectes diptères Muscidae de la sous-famille des Glossinidae, constituée du seul

genre Glossina dont 31 espèces et sous espèces sont actuellement décrites (Eouzan et Louis 1994).

La transmission de la maladie du sommeil est limitée à 7 espèces du groupe morsitans pour T. b.

rhodesiense et palpalis pour T. b. gambiense. 
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Depuis que la mouche tsé-tsé a été identifiée comme vecteur spécifique de la THA, sa biologie, ses

habitudes de vie, sa reproduction et son biotope ont été étudiés précisément afin de spécifier des

moyens de lutte efficace.

Les espèces du groupe morsitans sont xérophiles et préfèrent les vastes savanes arborescentes

chaudes et sèches de l'Afrique de l'Est (du sud Soudan au Zimbabwe et au Botswana), mais elles

sont également localisées dans les savanes d'Afrique centrale ou d'Afrique de l'Ouest. Les espèces

du groupe palpalis sont hygrophiles et vivent dans les forêts chaudes et très humides d'Afrique de

l'Ouest et d'Afrique centrale, du Sénégal en Ouganda. Ainsi, en raison de leur spécificité de

répartition, la trypanosomose à T. b. gambiense est majoritairement rencontrée en Afrique de

l�Ouest et Centrale, et celle à T. b. rhodesiense en Afrique de l�Est et du Sud-Est.

La mouche tsé-tsé n'est pas un simple vecteur mécanique de la maladie. Il existe un cycle évolutif

des trypanosomes dans son système digestif. Pour les espèces du groupe brucei, le parasite se

développe d'abord dans l'intestin, puis dans la trompe, avant d'arriver à maturité dans les glandes

salivaires. 

Les lieux de contacts entre le vecteur et 1'homme varient en fonction des régions. Dans les zones de

mangrove, aux alentours des grands estuaires, les activités de pêche favorisent les contacts. Le long

des grands fleuves ou rivières, en zone tropicale et équatoriale, 1'homme se contamine lors des

activités domestiques nécessitant de l'eau mais également lors de la pêche, de la chasse ou

simplement de passages à gué. Les contacts sont aussi fréquents en bordure de forêt (exploitations

forestières, plantations) et à proximité des villages si les abords sont laissés à l�abandon.

1.4.2. Autre mode de contamination 

Les moustiques du genre Mansonia peuvent pendant une courte période inoculer T. brucei (Martin

et coll., 1909). Ce mode de transport passif explique sans doute en partie les épidémies touchant des

familles entières, les épidémies de case, observées de longue date par les médecins, et qui ont fait

croire longtemps à une contamination interhumaine directe (Gouteux et coll., 1988). L'importance

épidémiologique de la transmission passive est difficile à évaluer, mais ces vecteurs occasionnels

n'étant en aucun cas des réservoirs de parasite, le danger se limite aux zones d'épidémie et le rôle de

ces insectes semble annexe. Cependant, des travaux récents (Auregan et Duvallet, 1980) décrivent

encore des foyers de trypanosomose sans glossines.
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Quelques cas de trypanosomose congénitale ont été rapportés (Kazyumba et coll., 1978 ; Sina et

coll., 1979 ; De Raadt, 1985). Enfin, les risques d�infection de laboratoire sont importants par

piqûre accidentelle avec du matériel souillé, notamment à l�occasion de l�isolement et du maintien

des souches (Herbert et coll., 1980 ; Robertson et coll., 1980 ; Receveur et coll., 1993). 

1.5. La clinique des différentes phases d�évolution de la THA 

Il fallut attendre 1903 et la découverte de T. gambiense chez l�homme pour être en mesure de

diagnostiquer précocement l'affection, à un stade ou les troubles du sommeil sont encore absents.

Depuis, la description clinique s'est enrichie et il est désormais classique de diviser l'évolution de la

maladie en deux phases distinctes, une phase de généralisation ou lymphatico sanguine et une phase

de polarisation cérébrale ou méningo-encéphalitique (Boa et coll., 1988 ; Dumas et Boa, 1988).

Cette description est cependant critiquée. En effet l'évolution la maladie est un continuum, et

l'envahissement des structures nerveuses peut être très précoce. Seul l'intérêt didactique de cette

séparation en deux phases pousse à la conserver dans les descriptions cliniques.

1.5.1. Chancre d�inoculation 

Une semaine environ après la piqûre par une glossine infectée, apparaît une lésion cutanée indurée,

de quelques centimètres de diamètre, prenant l'aspect d'un nodule rouge-violacé accompagné

d'adénopathies satellites qui disparaît en deux à trois semaines. Cette lésion ne s'observe jamais

dans les suites d'une piqûre de glossine non infectante, et semble due à la multiplication locale des

trypanosomes. Une zone d'hyperpigmentation peut demeurer après la cicatrisation.

1.5.2. Incubation 

Sa durée est très variable et difficile à estimer car l'apparition des premiers signes passe souvent

inaperçue, et la notion de chancre d'inoculation est rarement retrouvée. Cependant, la maladie peut

apparaître en quelques semaines, comme elle peut rester latente plusieurs années avant de se

manifester. Dans la trypanosomose est-africaine (T. b. rhodesiense) la durée d'incubation est courte,

ne dépassant pas quelques semaines. 
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1.5.3. La phase lymphatico-sanguine 

C'est la phase de généralisation de la maladie attribuée à la dissémination des parasites par voie

sanguine et lymphatique, et aux réactions immunitaires qui en découlent (Vachon et coll., 1986).

Les signes sont variés, rarement tous présents, et peuvent persister longtemps ou au contraire

disparaître, laissant croire à une rémission, avant de réapparaître ou de s'aggraver (Dumas et

Bouteille, 1996 ; Molyneux et coll., 1996).

La fièvre est le plus constant et le plus précoce des signes à cette période (Poltera, 1985). Elle est

irrégulière tant dans le nycthémère que dans sa périodicité et résiste aux traitements antipyrétiques

et antimalariques. Elle est contemporaine des vagues de parasitémie et s'accompagne

habituellement d'une altération de l'état général. La fréquence des accès de fièvre tend à diminuer au

long de cette phase avec parfois une normalisation de la température corporelle après quelques

semaines ou mois d'évolution.

Les adénopathies sont très fréquentes et concernent essentiellement les chaînes cervicales (signe de

Winterbottom au niveau des trapèzes) et sus-claviculaires. Elles atteignent parfois les territoires

axillaires ou inguinaux. De taille moyenne, elles sont classiquement indolores, non inflammatoires

et aisément ponctionnables.

L'atteinte cardio-vasculaire est constante, mais sa traduction clinique est très pauvre. Elle se traduit

le plus souvent par une chute de la tension artérielle, un assourdissement des bruits du c�ur ou une

arythmie cardiaque, plus rarement, par des palpitations ou des syncopes. Les atteintes cardiaques

sont plus sévères dans les formes est-africaines. De rares évolutions vers l'insuffisance cardiaque

ont été décrites dans des formes très chroniques. 

Des atteintes cutanées sont également décrites (Tatibouet et coll., 1982). Le prurit est le signe le

plus fréquemment retrouvé. Il peut être généralisé ou localisé au tronc ou aux bras. Son intensité est

variable, et il est parfois responsable d'importantes lésions de grattage. Les trypanides, visibles

surtout sur peau blanche, sont des éruptions érythémateuses polycycliques avec un petit bourrelet

périphérique, mesurant 5 à 10 cm de diamètre et siégeant essentiellement sur le tronc et les racines

des membres. Elles disparaissent sans laisser de traces. De diagnostic difficile sur peau noire, leur

présence est très évocatrice de la maladie. Les �dèmes sont fréquents et siègent tant au niveau des

membres inférieurs que de la face (surtout les paupières) donnant le faciès bouffi assez typique des

trypanosomés.
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Les céphalées sont très fréquentes. Typiquement fronto-occipitales ou diffuses, elles sont d'intensité

modérée et apparaissent plutôt la nuit.

Les manifestations douloureuses sont diverses, rachialgies, acroparesthésies, douleurs musculaires

(crampes, courbatures, myalgies diffuses). L'atteinte rénale est classique et se traduit par une

protéinurie.

L'atteinte de l'état général est habituelle bien qu'elle soit peu marquée au début et se traduit par des

sensations d'asthénie, de vertiges, un amaigrissement limité et un syndrome anémique.

1.5.4. La phase méningo-encéphalitique 

Sa définition anciennement clinique repose désormais sur les critères biologiques du LCR

(cytorachie et présence de trypanosomes). L�OMS préconise, pour un diagnostic de deuxième

période, une cytorachie supérieure à 5 éléments /µl, et/ou une protéinorachie supérieure à 37

mg/100 ml, avec ou sans mise en évidence des trypanosomes dans le LCR (OMS, 1998).  Les

signes de la phase de généralisation diminuent et les signes neuropsychiques s'installent peu à peu

pour dominer finalement la scène clinique (Collomb, 1957 ; Greenwood et Wittle, 1980 ; Molyneux

et coll., 1984 ; Boa et coll., 1988 ; Dumas et Boa, 1988 ; Nkanga et coll., 1988). Une fébricule est

quasi constante, de même que les troubles de la faim et de la soif.

Les troubles du sommeil sont très précoces et constants, et ont donné leur nom à la maladie. Ils

définissent un dérèglement progressif du rythme circadien de la veille et du sommeil. Les malades

présentent des insomnies ou des agitations nocturnes, des épisodes de somnolence diurne. Ces

troubles s'aggravent à mesure que la maladie évolue, avec des endormissements incoercibles lors

des activités de la vie quotidienne. Les patients sont très difficilement stimulables, indifférents aux

facteurs perturbateurs extérieurs. Ils présentent alors des alternances de phases de sommeil et d'éveil

totalement désorganisées sur l�ensemble du nycthémère. En phase terminale de la maladie,

l'encéphalite démyélinisante provoque des comas irréversibles. Ces troubles veille-sommeil seront

détaillés dans le paragraphe concernant les perturbations des rythmes circadiens.

Des réflexes ostéo-tendineux amples, vifs, un signe de Babinski bilatéral, plus rarement une

trépidation épileptoïde des pieds sont décrits. D'autre part, on observe une libération des réflexes

archaïques du tronc cérébral, en particulier un réflexe palmo-mentonnier quasi-constant. Ces signes,

très fréquents traduisent un syndrome pyramidal et leur intensité augmente dans le décours de la

maladie.
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Cette phase est marquée par de mouvements désordonnés et involontaires, rarement de type

déficitaire, bien que des cas d'hémiplégie soient décrits (Sonan et coll., 1988). En revanche les

mouvements anormaux sont très fréquents, très variables dans leur topographie d'un malade à

l'autre. Il peut s'agir de tremblements de repos ou d'attitude, de mouvements choréo-athétosiques ou

d'une hypercinésie bucco-linguale. Ces troubles entraînent une maladresse et des gesticulations

assez caractéristiques de l'affection. Classiquement les patients présentent une hypertonie

extrapyramidale avec rigidité plastique. Des formes hypotoniques sont plus rarement décrites.

Des troubles sensitifs apparaissent. Les patients ressentent une vive douleur à toute stimulation

sensitive profonde ; le signe de la clé ou signe de Kerandel, du nom d'un médecin militaire français

atteint de THA qui a décrit ce signe (Kerandel, 1910) est une caractéristique récurrente. La

symptomatologie douloureuse peut aussi consister en des crampes musculaires ou des névralgies de

topographie variée, tronculaires ou radiculaires. 

Des troubles endocriniens se manifestent avec au premier plan les troubles sexuels (impuissance,

aménorrhée) (Laquieze et Berny, 1933a et 1933b ; Noireau et coll., 1988). Des manifestations

d'insuffisance thyroïdienne peuvent survenir, avec en particulier une grande frilosité. La sécrétion

hormonale est perturbée, surtout dans sa composante circadienne, et sera décrite ultérieurement

dans le chapitre traitant des perturbations des rythmes circadiens.

Les troubles psychiques sont de différents ordres et peuvent mimer une grande partie de la

pathologie psychiatrique (Martin et Ringenbach, 1910). Ils sont quasi constants, au moins dans leurs

formes mineures et sont souvent intriqués. Les malades présentent fréquemment des signes de

désintérêt, d'indifférence et de labilité thymique. Ils sont volontiers irritables, opposants et ont des

réactions disproportionnées aux contrariétés ou à l�opposé apparaissent indifférents à

l�environnement immédiat. Ces signes sont les plus précoces et peuvent évoluer vers des formes

plus sévères.

La confusion mentale, la démence sont des formes classiques auxquelles on peut rattacher les

formes mnésiques dans lesquelles les patients cherchent leurs mots, les confondent ou présentent de

véritables amnésies antérogrades.

Les formes pseudo-psychotiques peuvent définir des accès maniaques et mégalomaniaques avec

agitation, violence et délires mégalomaniaques ou paranoïaques. Ces états conduisent parfois à des

actes délictueux. A l'inverse, la symptomatologie peut être mélancolique. L'alternance des formes

maniaque et mélancolique peut mimer une psychose maniaco-dépressive. Les formes délirantes

pures ou hallucinatoires chroniques sont plus rares.
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1.5.5. Les formes cliniques

La THA Est africaine évolue sur un mode plus fulgurant, avec des signes généraux très marqués et

des signes neurologiques précoces. Le décès survient habituellement avant l'installation des signes

psychiques et des perturbations veille-sommeil. Un choc anaphylactique est possible (Harries et

Wirima, 1988). Les atteintes cardiaques sont souvent plus importantes que dans la THA à T. b.

gambiense. Il existe des tableaux sub-aigus comparables dans la THA Ouest africaine. La survenue

de telles formes pourrait être liée à des variations de pathogénicité au sein des souches de

trypanosome et à l'état immunitaire initial déficient du patient.

Des formes très chroniques, peu symptomatiques, évoluant pendant plusieurs années sont l'apanage

de l'infection à T. b. gambiense. Des épisodes de silence clinique peuvent simuler une guérison.

1.6. Immunopathologie de la THA

1.6.1. Les antigènes 

1.6.1.1. Les glycoprotéines variables de surface 

Le parasite est recouvert d'un manteau de glycoprotéines de surface. Le revêtement antigénique se

compose d'un antigène majeur ou VSG (Variable Surface Glycoprotein) et de divers antigènes

mineurs (Pays et Berberof, 1995). Ce manteau de surface est visible au microscope électronique

sous la forme d�une couche dense caractéristique de 12 à 15 nm d'épaisseur, situé au-dessus de la

couche lipidique externe de la membrane. Les VSG ne recouvrent que les formes sanguicoles

infectantes du parasite, ainsi que les formes métacycliques des glandes salivaires de la glossine. Ce

manteau de VSG pourrait constituer une stratégie d'adaptation face aux mécanismes de défense de

l'hôte, lui permettant d'échapper à la réaction du système immunitaire. La VSG est une

glycoprotéine membranaire fixée à la membrane par un radical glycosylphosphatidylinositol. Elle

recouvre la totalité du parasite, hormis la poche flagellaire protégée du courant sanguin. Cet

antigène présente la faculté de varier dans le temps pour tromper le système immunitaire de l'hôte

(Pays, 1990).

Le trypanosome possède dans son ADN nucléaire environ un millier de gènes de VSG différents

mais ne synthétise qu'un seul type de VSG à la fois (Van Der Ploeg, 1992 ; Borst et Rudenko,
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1994). Les antigènes variants ou VAT (Variant Antigen Type) sont portés par les VSG. En réponse

à l�agression, l'hôte développe une réponse immunoglobulines de type M contre le VAT exprimé, la

parasitémie diminue, aboutissant à une phase de rémission. Les anticorps produits provoquent la

destruction du trypanosome par phagocytose ou par fixation du complément et lyse massive, qui se

traduit cliniquement par des pics fébriles en première phase de la maladie. Cependant, une partie

mineure de la population parasitaire qui exprime un autre type de VSG portant un VAT différent se

multiplie, créant ainsi une colonie nouvelle, antigéniquement différente de la première et hors de

portée de la première vague d'anticorps. Ce second VAT devient le type dominant, donnant lieu à

une recrudescence de la parasitémie, et à la synthèse de nouveaux anticorps. Plusieurs phases de

destruction identiques peuvent se succéder, provoquant un épuisement de la réponse humorale

(figure 5).

1.6.1.2. Autres antigènes 

Les formes procycliques possèdent une glycoprotéine majeure, la procycline qui remplace la VSG

dans le manteau de surface du parasite. Le rôle de cette protéine de structure différente de celle de

la VSG reste à définir, elle pourrait être impliquée dans la protection du parasite chez l�insecte.

Des composants stables des formes sanguines sont localisés dans la poche flagellaire où ils sont

protégés des cellules immunitaires de l'hôte (Webster et Russel, 1993). Parmi ces antigènes de

surface non variants, il faut noter les récepteurs de la transferrine (Overath et coll., 1994) capables

de stimuler la croissance du parasite, des adénylyl cyclases présentes uniquement sur le flagelle qui

sont impliquées dans la différenciation des stades évolutifs. L�existence d�un grand nombre de

récepteurs présent essentiellement dans la poche flagellaire est supposée, en particulier le récepteur

aux HDL (High Density Lipoprotein), à l�EGF (Epidermal Growth Factor) ou à l�interféron-γ (IFN-

γ). 
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Figure 5: Evolution de la parasitémie et de l'expression des VSG en fonction du cycle de

développement de T. brucei (Pays, 1999).

1.6.2. Dysrégulation du système immunitaire 

Implications des lymphocytes B
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Au cours de la THA, une importante augmentation du taux des immunoglobulines de classe M

(IgM) est observée dans le sérum et le LCR (Philip et coll., 1994). Cette hypergammaglobulinémie

correspond à une activation polyclonale des cellules B. Les anticorps (Ac) produits sont dirigés

contre les Ag du trypanosome, particulièrement les VSG. Ces Ac-anti VSG apparaissent dès le

début de l'infection et participent à l'élimination successive des différents VAT exprimés (Reinitz et

Mansfield, 1990). La concentration sérique en IgM atteint au minimum quatre fois le taux normal,

ce qui fait du dosage des IgM un moyen de diagnostic et de dépistage (Mattern, 1968 ; Van

Meirvenne et Le Ray, 1985).

Des phénotypes aberrants des lymphocytes B ont été observés suite à l'infection de souris par T.

brucei, se traduisant par une perturbation de l�expression de marqueurs de surface spécifiques et par

diminution de l'expression des Ag du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe II

(Sacco et coll., 1994).

En raison de l'immunosuppression progressive induite des cellules T, la réponse cellulaire B

dépendante des lymphocytes T disparaît progressivement au profit d�une réponse indépendante des

cellules T.

Une autre caractéristique de la réponse des lymphocytes B est la production d'auto-anticorps variés,

dirigés contre de nombreux déterminants antigéniques d�hématies (Kobayakawa et coll., 1979), de

cellules musculaires lisses (Wolga et coll., 1981), d�acides nucléiques, de filaments intermédiaires

(Anthoons et coll., 1986), d�Ig (les facteurs rhumatoïdes) (Kazyumba et coll., 1986) ou de

cardiolipide (McKenzie et Boreham, 1974).

Des auto-Ac spécifiques de composants du SNC ont également été décrits tels que des Ac anti-MBP

spécifiques de la protéine basique de la myéline (Myelin-Basic Protein) (Asongyani et coll., 1989;

Hunter et Kennedy, 1992), des Ac anti-neurofilaments (Ayed et coll, 1997), des Ac anti-

gangliosides, des Ac anti-tryptophane-like (Okomo-Assoumou et coll., 1995a), ainsi que des Ac

dirigés contre les galactocérébrosides (glycolipide majeur de la myéline, GalC) (Amevigbe et coll,

1992; Jauberteau et coll, 1994, Bisser et coll, 2000). Ces auto-anticorps dirigés contre des

constituants du SNC sont retrouvés tant chez l'animal que chez l'homme, et leur taux est parfois

corrélé à l'atteinte neurologique clinique de 1'hôte. Leur étude présente un intérêt majeur car leur

rôle dans la physiopathologie des troubles neurologiques a été proposé.

Les Ac anti-GalC ont été détectés dans les sérums de modèle expérimental de THA, le mouton

inoculé par T. b. brucei (Jauberteau et coll., 1991) et dans les sérums et les LCR de patients en
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phase neuronale de THA (Amevigbe et coll., 1992). Chez l'animal, in vivo, ces Ac pourraient

participer à l'induction des lésions (Saida et coll., 1979). Leur présence est associée aux

manifestations neurologiques de la seconde phase de la maladie (Jauberteau et coll., 1991 ; Ayed et

coll., 1997 ; Bisser et coll., 2000), et leur détection dans le LCR pourrait constituer un bon

marqueur de la phase neurologique de la THA et ainsi permettre une discrimination simple des

stades de la maladie. Leur origine et leur rôle dans la pathogénie restent à définir.

Les Ac anti-MBP et les Ac dirigés contre les gangliosides ont été trouvés dans les sérums des souris

infectées par T. b. brucei (Hunter et coll., 1992). Cette même étude a montré une corrélation

positive entre les titres en autoAc dirigés contre une variété d'Ag du SNC (protéine basique de la

myéline, galatocérébrosides, gangliosides) et l'atteinte neurologique chez les souris infectées par T.

b. brucei (Hunter et coll., 1992). Des Ac dirigés contre des protéines myéliniques humaines non

caractérisées ont été détectées (Asonganyi et coll., 1989). 

L'origine exacte de la production d'auto-Ac au cours de la THA n'est pas encore totalement

déterminée. La réactivité croisée entre des déterminants antigéniques du parasite et des constituants

de l�hôte (Ayed et coll., 1997) et/ou la libération d'autoAg résultant de lésions cellulaires sont

fortement envisagées. Les Ac naturels, en raison de leur forte polyréactivité ont également été

suspectés. Müller et coll. (1993) ont montré que des Ac autoréactifs de souris non infectées

réagissent avec des constituants du cytosquelette du parasite. 

1.6.2.1. Implications des lymphocytes T

Le trypanosome active la prolifération de lymphocytes T via certains de ses composants

antigéniques (Tolson et coll., 1994 ; Schleifer et coll., 1993), particulièrement les VSG.

Lors de l�infection à T. b. brucei, une inhibition de la synthèse d�interleukine 2 (IL-2), cytokine

impliquée dans la régulation de la prolifération lymphocytaire T, ainsi qu�une diminution

concomitante de l�expression de son récepteur spécifique sur les cellules T sont observées

(Sileghem et coll., 1987 ; Bowlin et coll., 1988, Kierszenbaum et coll., 1991). Ce déficit conduit à

une réduction de la réponse proliférative des lymphocytes T (Sztein et Kierszenbaum, 1991). La

réponse cellulaire est ainsi altérée par un phénomène d�immunodépression portant sur les cellules T,

rencontré dans les trypanosomoses expérimentale et humaine. L�activation macrophagique directe

par le trypanosome est impliquée dans cette inhibition de prolifération en réponse à la présence
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d'antigènes parasitaires. Les macrophages inhibent la sécrétion d'IL-2 par les lymphocytes T CD4+

via la production de prostaglandines E (PGE) (Schleifer et Mansfield, 1993), et diminuent

l'expression des récepteurs à l'IL-2 à la surface des cellules CD4+ et CD8+ via la production d'IFN-

γ par ces dernières (Darji et coll., 1993).

Chez les souris infectées par T. b. brucei, l�activité cytotoxique des cellules Natural Killer (NK),

cellules T non spécifiques, est fortement diminuée (Askonas et Bancroft, 1984).

L�implication des lymphocytes T dans la dysrégulation immunitaire au cours de la THA concerne la

production de cytokines. En réponse à l�infection, il existe une stimulation complexe du réseau des

cytokines, molécules de coopération entre les cellules effectrices du système immunitaire, qui

jouent un rôle capital dans l'immunopathologie de la maladie. Une profonde dysrégulation des

cytokines est observée qui se traduit par une altération de leur profil de sécrétion. Ces cytokines, en

particulier le TNF (Tumor Necrosis Factor)-α et l'IFN-γ participent aux mécanismes

d'immunosuppression rencontrés au cours de la THA avec cependant une importante dualité

d�action puisqu�elles interviennent également dans la défense de 1'hôte contre son agresseur.

Impliquées dans le déclenchement de la réponse immunitaire, elles jouent un rôle fondamental dans

l�activation et la prolifération des cellules effectrices, mais également dans la modulation de cette

réponse. Une notion de balance entre les cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, IL-lβ, IL-6, TNF-α)

et anti-inflammatoires (IL-10, TGF (transforming growth factor)-β, IL-4) prend effet avec comme

intervenants majeurs, les lymphocytes T helper (Th) dont le rôle est régulateur. Ainsi, la synthèse

d'IL-4, associée à la susceptibilité d'infection par T. b. brucei, favorise la survie de souris infectées

en agissant sur le contrôle la parasitémie (Bakhiet et coll., 1996a ; Inoue et coll., 1999).

Les cytokines apparaissent dés les premiers stades de la maladie (Liu et coll., 1999 ; Sharafeldin et

coll., 2000). Leur production peut être facilitée par des facteurs solubles du parasite, ainsi

l'expression des ARNm du TGF-β induite par le TLTF (Trypanosome Lymphocyte Triggering

Factor) est observée lors de trypanosomose expérimentale (Bakhiet et coll., 1996b).

Le TNF-α ou cachectine est une cytokine pro-inflammatoire, sécrétée par les cellules Thl, par les

macrophages activés par l�IFN-γ et, au niveau du SNC par les astrocytes et les cellules microgliales.

Le parasite peut également induire la synthèse de TNF-α par les macrophages (Magez et coll.,

1993) et ainsi intervenir en retour dans le contrôle de la parasitémie (Lucas et coll., 1993, Magez et

coll., 1997, 1999, Daulouède et coll., 2001). Le TNF-α est une molécule particulièrement

cytotoxique et cytostatique (Cerami et Beutler, 1988). Le TNF-α stimule les macrophages et la

synthèse d'autres cytokines. L'IL-10, cytokine anti-inflammatoire est sécrétée par les macrophages,

les cellules B et les cellules Th2, en réponse à la présence de TNF-α (Carswell et coll., 1975 ;
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Beutler et Cerami, 1989). Il facilite l'extravasation des leukocytes et l'infiltration du parenchyme en

induisant l'expression de molécules d'adhésion à la surface des cellules endothéliales (Kherl et coll.,

1987). Une réduction de la synthèse d'IFN-γ et une reprise de prolifération des cellules T a été

observée suite à l�application d�Ac anti-TNF à des cultures de cellules T et de macrophages

suppresseurs (Lucas et coll., 1990), suggérant son implication dans l�immunosupression. 

L�IFN-γ, produit au cours de la THA est également capital dans la compréhension de la

dysrégulation du système immunitaire. Le parasite stimule la sécrétion d'IFN-γ par les lymphocytes

T CD8+ ou par des neurones de la corne postérieure de la moelle en produisant le TLTF (Olsson et

coll., 1993). L'IFN-γ en retour favorise la synthèse du TLTF (Hamadien et coll., 2000) et la

prolifération du parasite (Olsson et coll., 1991 ; Bakhiet et coll., 1996c). Des Ac anti-TLTF ont un

effet protecteur chez des souris infectées par T. b. brucei (Olsson et coll., 1993). 

La déplétion des lymphocytes T CD8+ par un Ac monoclonal anti-CD8 entraîne une diminution de

la parasitémie et une augmentation de la survie des rats infectés (Olsson et coll., 1992). Après

administration d'Ac dirigés contre l�IFN-γ, les souris sensibles à l'infection par T. b. brucei

deviennent résistantes (Uzonna et coll., 1998). 

1.6.3. Macrophages et monoxyde d�azote (NO)

Les macrophages jouent un rôle déterminant dans la réponse de l�hôte aux infections par des

protozoaires (Blackwell et Alexander, 1983 ; Ash, 1991). En raison de leur abondance, de leur

distributivité et de leur mobilité, ils sont impliqués dans la plupart des réponses inflammatoires et

immunitaires : phagocytose, synthèse de cytokines et de médiateurs inflammatoires, présentation de

l'Ag.

Au cours de la THA, les macrophages augmentent en nombre et en taille (Vincendeau et coll.,

1981) et exercent une activité parasiticide en impliquant le complément ou par phagocytose médiée

par des récepteurs (Macaskill et coll., 1980). Ces cellules agissent également en synthétisant des

facteurs solubles tels que des réactifs dérivés de l'oxygène (ROI), du monoxyde d�azote (NO) et du

TNF-α (Grosskinsky et coll., 1983 ; Vincendeau et coll., 1992 ; Mnaimneh et coll., 1997). Le NO a

une activité cytotoxique propre (Vincendeau et coll., 1992), alors que le TNF-α agit soit directement

par fixation et lyse, soit indirectement par stimulation autocrine de la production de NO (Daulouède

et coll., 1994).
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Ces cellules sont également impliquées dans la production de prostaglandines (PG), notamment de

PGE2 fortement augmentée chez la souris infectée par T. b. brucei. Issues de la dégradation des

phospholipides membranaires, les PGE2 exercent un rôle immunosuppresseur en inhibant la

libération de TNF-α et d'IL-l et régulant l'expansion clônale des lymphocytes T.

Lors de l�activation macrophagique, une enzyme induite, la NO synthase (NOS) métabolise la L-

arginine en citrulline et en NO qui possède des propriétés antitumorales et antiparasitaires (James et

Hibbs, 1990 ; Shellito et coll., 1996). Différentes isoformes de l'enzyme existent, qui différent par

leur localisation, leur possible régulation d�activité par le calcium intracellulaire, ou leur mode

d�expression (Fukuto et Chaudhuri, 1995). Deux isoformes constitutives, cytosoliques, calcium

dépendantes, exprimées dans les neurones (NOS-I) et les cellules endothéliales (NOS-III),

interviennent dans les processus physiologiques. Une isoforme inductible (NOS-II), cytosolique,

indépendante de la concentration en calcium mais activée par des cytokines ou des endotoxines,

exprimée dans les macrophages et les cellules gliales, intervient dans les phénomènes pathologiques

en produisant de grandes quantités de NO (Ding et coll., 1988 ; Moncada et coll., 1991 ; Zhang et

Snyder, 1995). Le NO possède de nombreux rôles physiologiques. Il intervient dans la relaxation du

muscle lisse vasculaire contrôlée par l�endothélium (Palmer et coll.), dans la vasodilatation des

vaisseaux et l'agrégation plaquettaire au niveau du système vasculaire (Bredt et Snyder, 1994). Au

niveau du SNC, il est impliqué dans les processus de plasticité synaptique, de différenciation et de

régénération des neurones (Bohme et coll., 1991). Son rôle est primordial dans le mécanisme de

signalisation médié par le glutamate (Bawin et coll., 1994). Outre des fonctions physiologiques, le

NO intervient au niveau central dans divers processus pathologiques, notamment l�ischémie

cérébrale (Iadecola et coll., 1995) et la dégénérescence après lésion axonale (Wu et coll., 1994). Un

excès de NO est impliqué dans les mécanismes de toxicité nerveuse (Bredt et Snyder, 1994 ; Zhang

et Snyder, 1995). Au niveau du système immunitaire, il s'agit d'un composé pro-inflammatoire,

constituant le médiateur de l'activité bactéricide et tumoricide des macrophages (Hibbs et coll.,

1987). Chez les rongeurs, l�induction de la NOS-II dans les macrophages activés est responsable de

la génération du NO et de ses dérivés, contribuant à tuer différentes variétés de micro-organismes

(Nathan et Hibbs, 1991), aussi bien qu�à induire une cytotoxicité anti-tumorale (Hibbs et coll.,

1987). Le NO est impliqué dans la physiopathologie de nombreuses infections parasitaires telles

que la leishmaniose (Mossalayi et coll., 1995) et le paludisme (Jacobs et coll., 1995 ; Kremsner et

coll., 1996). L�origine du NO mis en jeu dans les réactions immunitaires est essentiellement liée à

l�activation de la NOS-II. Divers stimuli endogènes et exogènes modulent la synthèse de ce radical

libre. Ainsi, l�IFN-γ, le TNF-α et l�IL-1 en synergie avec les lipopolysaccharides (LPS) bactériens

stimulent la production de NO macrophagique (Eissa et coll., 1996). A l'inverse, des cytokines
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telles que le TGF-β, l'IL-4 et l'IL-10 inhibent l'expression de la NOS-II (Liew, 1995). D�autre part,

outre son rôle cytostatique, le NO inhibe la prolifération lymphocytaire T, notamment en diminuant

la synthèse d'IFN-γ par les lymphocytes Th1 et participe ainsi à l�immunosuppression (Sternberg et

Mabbott, 1996). Dans la THA, le NO contribue au processus d'immunosuppression causé par le

trypanosome dans la rate et les organes lymphoïdes, en agissant sur la prolifération lymphocytaire

(Schleifer et Mansfield, 1993 ; Mabbott et coll., 1995). En plus, la libération du NO par les

macrophages de la moelle contribue à l'anémie associée à la trypanosomose par inhibition de

l'érythropoïèse (Mabbott et Sternberg, 1995). Le NO présente une activité cytotoxique et

cytostatique in vivo et in vitro sur T. cruzi (Munoz-Fernandez et coll., 1992) et T. b. brucei

(Vincendeau et coll., 1992 ; Sternberg et coll., 1994). Dans les modèles expérimentaux, il a été

observé une augmentation de la production de NO dans le SNC des animaux infectés par T. b.

brucei et une diminution concomitante dans le compartiment sanguin, probablement due à

l�activation préférentielle de la voie de l�arginase dans ce compartiment (Buguet et coll., 1996 ;

Cespuglio et coll., 1996, Gobert et coll., 2000). Les sites de production du NO et la présence des

dérivés toxiques du NO dans le SNC des animaux infectés par les trypanosomes ne sont pas

clairement définis, cependant Keita et coll. (2000) ont mis en évidence la NOS-inductible au niveau

des macrophages dans les infiltrats périvasculaires cérébraux de souris infectées par T. b. brucei,

ainsi que des péroxynitrites.

1.6.4. Immunopathologie du SNC

Astrocytes et microglie sont impliqués dans de nombreux processus inflammatoires du SNC (Hayes

et coll., 1987), en raison de leurs propriétés les apparentant aux macrophages (Fontana et coll., 1984

; Hellendal et coll., 1997).

Les astrocytes ont un rôle primordial au sein du SNC de par leur capacité à communiquer et à

intervenir au niveau des autres cellules du névraxe. Elles assurent le soutien de la migration

neuronale et de la croissance neuritique, le contrôle de l'homéostasie, du développement et la

prolifération des oligodendrocytes. Elles agissent également en tant que cellules présentatrices de

l'Ag en relation étroite avec les cellules microgliales et endothéliales impliquées dans les processus

inflammatoires. Les astrocytes synthétisent du TGF-β et de l'IL-10 (Hertz et coll., 1990 ;

Gurruchaga et coll., 1996) ainsi que du TNF-α après activation antigénique. Le TNF-α toxique pour

les oligodendrocytes (Robbin et coll., 1987), favorise l�augmentation de la perméabilité

endothéliale, et induit les astrocytoses réactionnelles. Certaines cytokines telles que l'IFN-γ, le
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TNF-α et le TGF-β ont une action stimulatrice. En outre, l'IL-1 augmente leur prolifération et leur

synthèse de TGF-β, et de PGE2 notamment. 

Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du SNC intéragissant étroitement avec les

neurones. Elles présentent des activités similaires à celle des macrophages périphériques. Ces

cellules sont les principales productrices de cytokines dans le cerveau, notamment d'IFN-γ et de

TNF-α (Giulian et coll., 1986 ; Mauerhoff et coll., 1988 ; Woodroofe et coll., 1991 ; Tardieu et

coll., 1991). 

La phase méningo-encéphalitique de la THA s�accompagne d�une importante astrogliose (Adams et

coll., 1986). Ce phénomène est également rencontré dans les expérimentations animales (Anthoons

et coll., 1989 ; Keita et coll., 1997). Les astrocytes pourraient être responsables des lésions

inflammatoires observées, par la synthèse de cytokines. Ainsi, chez des souris infectées par T. b.

brucei, les astrocytes sont activés et les transcrits de l'IFN-γ ainsi que ceux d'autres cytokines tels

que l�IL-1, l�IL-4, l�IFN-γ et le TNF-α sont produits (Hunter et coll., 1991 ; 1992b), conduisant aux

réactions inflammatoires dans le SNC. Des composants du trypanosome peuvent induire in vitro

une astrogliose (Pentreath et coll., 1994). Il a été récemment montré que le TLTF induit l'expression

d'IFN-γ dans les cellules gliales de rat (Eltayeb et coll., 2000). Un autre argument en faveur de

l�implication des cellules astrocytaires et microgliales dans la physiopathologie réside dans leur

capacité à exprimer la NOS-II et à produire du NO en culture in vitro en présence de T. b. brucei

(Girard et coll., 2000). Chez l'homme, la production de NO est exclusivement détectée dans les

astrocytes stimulés par de 1'IL-1 et de l'IFN-γ, et pas dans les cellules microgliales (Simmons et

Murphy, 1992 ; Lee et coll., 1993 ; Peterson et coll., 1994 ; Liu et coll., 1996). En présence de T. b.

brucei ou de ses facteurs solubles, les astrocytes et fibroblastes en culture produisent des

prostaglandines, PGD2 et PGE2 (Alafiatayo et coll., 1994). Leur intervention dans les mécanismes

impliqués dans l'altération de la barrière hémato-encéphalique (BHE) a été suspectée. 

1.7. Le Diagnostic biologique

 Il existe divers signes biologiques qui constituent un faisceau d'arguments en faveur du diagnostic,

cependant aucun symptôme ou groupe de symptômes n�est pathognomonique de la THA (Jannin et
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coll., 1993). La symptomatologie n�a donc qu�une valeur d�orientation du diagnostic. En raison de

la toxicité des médicaments disponibles, cette valeur n�est pas suffisante pour entreprendre un

traitement d�épreuve comme cela est réalisé dans d�autres affections tropicales comme le

paludisme. Seule la détection du parasite permet sans ambiguïté d'établir le diagnostic, quelque soit

le liquide biologique étudié (sang ou le LCR) et la technique employée. Cependant, la fluctuation de

parasitémie et l'inconstance de la détection du parasite dans le LCR au cours des ponctions

lombaires rendent difficile leur mise en évidence.

1.7.1. Signes biologiques aspécifiques 

De très nombreuses altérations sanguines et céphalorachidiennes ont été décrites au cours de

l�atteinte. L�anémie est fréquemment rencontrée. Son dépistage grossier, par simple examen de la

conjonctive oculaire ou plus précis par dosage de l�hémoglobine ou mesure de l�hématocrite est

facile d�application. Sa valeur diagnostique reste cependant faible en raison de la multiplicité

d�autres facteurs causatifs en zones intertropicales. 

Les patients présentent une augmentation de la vitesse de sédimentation et des taux d�IgG et IgM

élevés. L�augmentation considérable des taux d�IgM, de 4 à 10 fois la concentration habituelle est

particulièrement évocatrice, notamment dans le LCR qui en est normalement dépourvu (Büscher,

1998 ; Bouteille et Dumas, 1999). Une recherche des IgM dans le LCR par un test d�agglutination

de particules de latex sensibilisées est en cours d�investigation (Lejon et coll., 1998). Sa simplicité

d�emploi devrait en faire rapidement un élément clé dans le diagnostic de phase mais aussi dans le

suivi des patients traités.

1.7.2. Le diagnostic sérologique

La mise en évidence de signes indirects d�infection (détection d�anticorps ou d�antigènes

spécifiques) est utile mais reste prédictive et n�emporte pas la décision. La recherche d�anticorps sur

le terrain, dans le cadre d�une stratégie de dépistage à l�échelle d�une collectivité permet une

première sélection dans la population, ce qui limite le nombre d�examens parasitologiques.
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Cependant, une sérologie positive ne peut avoir qu�une valeur d�orientation en raison de la

persistance des anticorps après traitement curatif efficace (Frézil et coll., 1979) et de la possibilité

de réactions croisées.

1.7.2.1. Recherche d�anticorps

La sensibilité et la spécificité des tests de sérodiagnostic dépendent des antigènes utilisés. Pour les

infections à T. gambiense, les VSG sont mises à contribution : chaque trypanosome a le potentiel

génétique d'exprimer plusieurs centaines de VSG, correspondant à un répertoire très important

d'antigènes variables (VAT, variable antigen type). Les trypanosomes présentent également

plusieurs centaines à plusieurs milliers d'antigènes non variables, encore peu étudiés. Trypanosoma

rhodesiense a un potentiel de variabilité antigénique si important que la mise en évidence d'un VAT

commun est impossible, limitant l�emploi d�un sérodiagnostic.

Classiquement sont différenciées les techniques prescrites au laboratoire de celles utilisables sur le

terrain. Les techniques d'immunofluorescence indirecte (IFI), d'ELISA ou d'agglutination en

microplaque (PATT, procyclic agglutination trypanosomiasis test, et MoPATT, modified plate

agglutination trypanosomiasis test) demandent une technicité de laboratoire et sont le plus souvent

dévolues au laboratoire. Sur le terrain, la technique d'agglutination sur carte

(CATT/T.b.gambiense®), développée en 1978, a été une véritable révolution (Magnus et coll.,

1978). Cette technique a depuis été modifiée et deux nouvelles versions sont actuellement dis-

ponibles, le microCATT, qui se pratique sur un éluat de sang séché sur papier filtre (Miezan et coll.,

1991) et le LATEX/T.b.gambiense® qui associe 3 VAT, ce qui augmente la sensibilité et permet un

meilleur diagnostic sérologique (Büscher et coll., 1999).

1.7.2.2. Recherche d'antigènes

Deux techniques sont actuellement décrites, ELISA et CIATT (card indirect agglutination

trypanosomiasis test), mais non utilisées en pratique.

Le test ELISA, mis au point par Liu et Pearson (Liu et Pearson, 1987 ; Liu et coll., 1989), est

efficace à la recherche d'antigènes de T. b. gambiense et T. b. rhodesiense. Cette technique est

cependant peu utilisée en raison de la nécessité d'un équipement sophistiqué et de résultats

contradictoires en expérimentation animale (Rebeski et coll., 1999).
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Développé en 1997 (Nantulya, 1997) et présenté comme le complément du CATT, l'un mettant en

évidence des anticorps et l'autre des antigènes, CIATT est  en cours d'évaluation. Une étude en Côte

d'Ivoire en zone non endémique a montré que sa spécificité ne serait que de 61 % (Meda et coll.,

1999), ce qui impliquerait un nombre de faux positifs important. 
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1.7.3. Le diagnostic parasitologique 

La sérologie ne peut remplacer le diagnostic parasitaire. L�établissement du diagnostic de THA

repose sur la mise en évidence du parasite. Un nombre important de techniques sont disponibles,

aucune n'emporte l'adhésion de tous à l'heure actuelle.

Le diagnostic parasitologique repose sur l'examen microscopique du suc dermique, de suc

ganglionnaire, sang ou de LCR. L'examen est soit direct, à l'état frais, la présence de trypanosomes

vivants est alors recherchée, soit secondaire à des techniques de coloration spécifiques. La mise en

�uvre de techniques de concentration est largement pratiquée pour les infections à T. b. gambiense

en raison de la faible densité parasitaire.

1.7.3.1. Au niveau du chancre d'inoculation

Le recueil exsangue du suc dermique au niveau chancre d'inoculation permet un diagnostic très

précoce de la maladie avant même le développement de la phase lymphatico-sanguine. Cette

technique est dévolue aux THA d�incubation courte, notamment T. b. rhodesiense. 

1.7.3.2. Dans le suc ganglionnaire

La sérosité ganglionnaire est recueillie à l�aide d�une aiguille après ponction du ganglion suspect.

Le liquide est examiné directement entre lame et lamelle. Il s�agit d�une technique simple mais de

sensibilité variable (40 % à 80 %) dépendant de nombreux facteurs, notamment du stade de

l�atteinte, de la souche parasitaire et de l'interférence avec des pathologies autres, responsables

d'adénopathies.
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1.7.3.3. Dans le sang

1.7.3.3.1. Techniques d�utilisation courante

L'examen d'un étalement de sang frais

De 5 à 10 µl de sang sont étalés entre lame et lamelle et examinés à l'état frais. Le seuil de détection

est de 10000 trypanosomes par ml. En pratique, cette technique n'intéresse que des THA à

parasitémie élevée, en particulier T. b.  rhodesiense.

La goutte épaisse colorée au Giemsa

La goutte épaisse colorée au Giemsa, qui permet l'exploration à l'objectif à immersion d'environ 20

µl de sang, présente un meilleur rendement puisque le seuil de détection est de 5000 trypanosomes

par ml.

La centrifugation en tube capillaire (CTC) ou technique de Woo

La CTC nécessite 50 à 60 µl de sang recueillis dans un tube capillaire contenant de l'EDTA ou de

l'héparine. La recherche de trypanosomes se fait par observation microscopique à l�interface

globules-plasma, après centrifugation 5 minutes à 12 000 tours/minute. Elle offre un seuil de

détection de 500 trypanosomes par ml. En zone équatoriale, la grande fréquence des filarioses peut

poser un problème de lecture.

La mini-colonne échangeuse d'ions

La mini-colonne échangeuse d'ions (mAECT, mini anion exchange centrifugation technique) a été

mise au point en 1979 (Lumsden et coll., 1979). 300 µl de sang sont passés en chromatographie

anionique, l'éluat est alors concentré par une centrifugation douce. Le seuil de détection des

parasites est de l'ordre de 100 trypanosomes/ ml, ce qui en fait le test de référence.

1.7.3.3.2. Techniques non employées en pratique
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Le QBC test®

Le QBC test® (quantitative buffy coat) a été développé à l'origine pour la recherche

d'hématozoaires du paludisme, adapté à la recherche des trypanosomes en 1981 (Carrié, 1979) et

utilisé avec succès sur le terrain à partir de 1992 (Bailey et Smith, 1992 ; Truc et coll., 1994). Le

test nécessite également environ 60 µl de sang recueillis dans un tube capillaire pré-traité avec de

l'EDTA et de l'acridine orange. Ce test, qui demande un équipement un peu onéreux, est simple,

rapide et sensible puisque le seuil de détection des trypanosomes est inférieur à 500 trypanosomes

par ml Il est maintenant bien adopté sur le terrain. La production de l'équipement de base

(centrifugeuse, source de lumière UV) est cependant compromise dans l�avenir.

Le DIFAT

Le DIFAT (direct immunofluorescent assay for trypanosomiasis) est une combinaison de la goutte

épaisse et de l'imprégnation par un conjugué fluorescent. Jusqu�à 40 fois plus rapide qu'une

coloration par le Giemsa, elle nécessite cependant une lecture en lumière UV.

La culture in vitro

Le KIVI (kit for in vitro isolation) a été développé en 1992 pour l'isolement des trypanosomes sur le

terrain (Aerts et coll., 1992) et immédiatement utilisé comme aide au diagnostic quand les autres

techniques n'emportaient pas la décision. Le principe en est simple : une grande quantité de sang

(10 ml) est inoculée stérilement à un milieu de culture. Les trypanosomes éventuellement présents

se transforment en formes procycliques et commencent à se multiplier. Le flacon de culture est

conservé à +27 °C dans l'obscurité et examiné pendant plusieurs semaines. Le principal handicap du

test repose sur ce délai d�attente.

Culture et inoculation

Lorsque les recherches décrites sont demeurées négatives et que la suspicion de THA est très forte,

des prélèvements de sang, de LCR ou de suc ganglionnaire peuvent être mis en culture sur des

milieux spéciaux. Ces méthodes sont réservées à des structures spécialisées et sont longues.

De même, l'inoculation à des animaux de laboratoire préparés par des immunosuppresseurs ou

splénectomisés permet en cas d'échec diagnostic de multiplier et d'isoler le parasite.
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1.7.3.4. Dans le liquide céphalorachidien

La ponction lombaire doit être pratiquée après mise en évidence du trypanosome dans le sang ou le

suc ganglionnaire, afin de déterminer la phase de la maladie. En effet, la survie des trypanosomes

étant limitée dans le LCR, leur présence n�est effective qu�au stade méningo-encéphalitique

(Pentreath et coll., 1992). L�examen parasitologique direct est la méthode de choix pour déterminer

rapidement la présence du parasite dans le LCR. La détection du trypanosome est cependant

difficile sur un examen conventionnel au moment de l�établissement de la cytorachie. Une double

centrifugation suivie d�un examen du culot augmente la sensibilité d�autant plus que le volume de

sang est important (Cattand et coll., 1988).

1.7.4. Nouvelles perspectives

Les techniques de biologie moléculaire appliquées à la détection du trypanosome constituent de

nouvelles voies de recherche. 

La détection de l'ADN par PCR (polymerase chain reaction) est une méthode d�une grande

sensibilité et spécificité. S�il est facile de diagnostiquer le genre Trypanosoma, la détermination de

l�espèce et de la sous espèce reste problématique (Bromidge et coll., 1993). La complexité de

préparation des échantillons et le coût des équipements sont également des freins à leurs

expansions. Ces techniques sont difficilement applicables sur le terrain et restent actuellement

limitées au domaine de recherche (Kabiri et coll., 1999).

La RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction), technique de détection de l�ARNm

apparaît plus résistante aux contaminations éventuelles durant l�échantillonnage. En outre, elle

permet la distinction entre infection active et ADN persistant de trypanosomes morts. La

détermination des amorces nécessaires et utiles pour la discrimination entre les souches est encore

difficile. Son utilisation future lors d�études de chimiorésistances, dans le suivi d�essais

thérapeutiques ou encore lors d�essais vaccinaux est fortement suggérée.
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1.8. Le traitement

1.8.1. Historique

 Nielly (1881) écrivait « Prophylaxie et traitement de la maladie du sommeil ne seront jamais établis

tant qu'on n'aura pas fixé d'une manière plus exacte l'étiologie de l'affection (...). On est donc tenu à

la médecine des symptômes». En effet, jusqu'à la découverte du trypanosome, les médications

administrées visaient à lutter de façon aspécifique contre les manifestations de la maladie, en

particulier la somnolence. La première substance à se révéler efficace fut l'arsenic, utilisée au

moment de la découverte du parasite en 1903. L'idée d'utiliser l'arsenic dans la trypanosomose

humaine africaine découlait des travaux de Lingard qui, aux Indes, avait obtenu de nombreuses

guérisons de cas de trypanosomose équine grâce à l'acide arsénieux. Les travaux de Brumpt et

Wurtz en 1904 montrèrent que l'acide arsénieux était le seul médicament qui, testé sur un modèle

animal, s'était montré efficace, mais également très toxique. L'Atoxyl® (anilarsinate de sodium) est

un arsenic pentavalent qui, malgré des résultats préliminaires prometteurs s'est montré inefficace en

phase neurologique de la maladie. Les rechutes après traitement étaient fréquentes. De nombreux

autres arsenics pentavalents furent testés avec plus ou moins de succès et d'inconvénients jusqu'à la

mise au point en 1949 d'une combinaison de melarsen oxide (arsenic trivalent) et de British Anti

Lewisite (BAL) baptisé Arsobal® (mélarsoprol). L'Arsobal® se révéla rapidement très supérieur en

efficacité et tolérance. Premier produit médicamenteux actif en phase nerveuse de la maladie, il

reste, en 2003, le traitement de référence de la maladie du sommeil en phase méningo-

encéphalitique.

Synthétisée en 1937, la pentamidine ou Lomidine® (dérivé de la guanidine) est utilisée en première

intention en phase primaire. Sa tolérance est satisfaisante. La Lomidine® est remplacée aujourd�hui

par un produit équivalent, le Pentacarinat®.

1.8.2. La suramine (Bayer 205, Moranyl®, Germanin®)
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 Utilisable en phase lymphatico-sanguine, elle est aussi efficace sur T. b. gambiense que sur T. b.

rhodesiense. La posologie habituelle est d'une injection intraveineuse hebdomadaire de 20 mg/kg

pendant 5 à 10 semaines consécutives. Les effets secondaires les plus fréquents sont la fièvre, les

arthralgies, irruptions cutanée ou neuropathies périphériques.

1.8.3. La pentamidine (Pentacarinat®)

Cette molécule est utilisée classiquement lors de la phase primaire de la maladie, en cure de 7 à 10

injections intramusculaires espacées de 24 à 48 h. La dose unitaire est de 4 mg/kg. Les effets

secondaires les plus fréquents sont des douleurs au point d'injection, des crises douloureuses

abdominales ou des malaises avec nausées, sueurs ou hypersialorrhée. Ces manifestations cèdent

habituellement au traitement antihistaminique ou vasopresseur. Son efficacité trypanocide est très

satisfaisante avec seulement 2% de rechutes après traitement bien conduit.

1.8.4. Le mélarsoprol (Arsobal®, Mel B)

 Cet arsenic trivalent est depuis les années 50 le médicament de référence de la phase neurologique

de la THA. Efficace sur la pyruvate kinase du glycosome, il inhibe la production d'énergie du

parasite en s'intercalant dans la chaîne de production de l'ATP. Plus récemment, il a été suggéré que

la phospho-fructo-kinase, une autre enzyme clef du cycle glycolytique, pourrait être la principale

cible du médicament. Il est administré par voie intraveineuse directe. Le traitement consiste

habituellement en 1 à 4 cures de 3 injections, en fonction de la cytologie du LCR (protocole de

Neujean) et de tolérance clinique du produit. La dose classique est de 3,6 mg/kg par injection, les

cures doivent être espacées de 8 à 15 jours. L'utilisation de doses croissantes augmente la tolérance.

L'Arsobal® a cependant de nombreux inconvénients. Les seringues et les aiguilles utilisées ne

doivent pas comporter de plastique car le produit le fait fondre en quelques minutes, interdisant

également l'usage concomitant de matériel de perfusion. Il faut donc bannir le matériel à usage

unique pour n'employer que du matériel stérilisable en verre et métal. Ce mode particulier

d�administration du mélarsoprol nécessitant du matériel stérilisable peut difficilement être préconisé

sur le terrain et réduit son utilisation à un environnement strictement hospitalier. Sa toxicité entraîne
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des nécroses cutanées et des escarres si l'injection n'est pas strictement intraveineuse. Les

thromboses veineuses ne sont pas rares même lorsque le produit est bien administré. Les malaises et

accidents d'intolérance, représentés par des nausées, des malaises ou des irruptions cutanées, sont

fréquents. Cependant, l'effet secondaire le plus redouté est l'encéphalopathie arsenicale, déjà décrite

avec d'autres sels d'arsenic, qui apparaît dans 5 à 10 % des cas et dont l'issue est le plus souvent

fatale. Son mécanisme est mal élucidé et ne semble pas être lié à la toxicité propre de l'arsenic, mais

à une réaction auto-immune par précipitations d'immuns complexes sur l'endothélium des vaisseaux

du cerveau. Sa fréquence peut être diminuée en fractionnant les doses ou en prémédiquant les

malades avec de fortes doses de corticoïdes (Pépin et coll., 1989) associés ou non à des

antihistaminiques.

Les rechutes constituent également un problème majeur dans le traitement de la THA par le

mélarsoprol. Au cours des dernières décennies, les taux rapportés ont varié de 1 à 10 %. Plus

récemment, les divers rapports indiquent des taux nettement plus élevés : 19 % au Sud Soudan, 26

% en Ouganda du Nord, 20 % dans la province du Zaïre en Angola. Ces rechutes restent un

phénomène clinique d�origine inconnue. Le développement de parasites résistants ou l�insuffisance

des concentrations de médicament dans des compartiments biologiques sont avancés. Les

réinfections sont envisagées mais leur fréquence est probablement plus faible.

1.8.5. Le difluoro-méthyl-ornithine (Eflornithine)

 Cette molécule utilisée en cancérologie est un inhibiteur de la synthèse des polyamines, en

particulier de l�ornithine décarboxylase permettant la formation de spermidine, substances

indispensables à la croissance du parasite et à la biosynthèse du trypanothion, équivalent du

glutathion chez le trypanosome. Utilisé pour la première fois en 1982 (Pépin et coll., 1987 ;  De

Groof et coll., 1992), le DFMO s'est montré efficace (Janin et coll., 1990), et a été utilisé à de

nombreuses reprises (Bertrand et coll., 1995 ; Peceny et coll., 1995). Il est actif en phase

neurologique d'où son intérêt dans les cas de résistance au mélarsoprol (Eozenou et Zitsamale-

Cody, 1989). Des résistances ont été décrites dans la THA à T. b. rhodesiense. De nombreux

schémas thérapeutiques ont été proposés (Milord et coll., 1992). La posologie conseillée est de 400

mg/kg par jour par voie intraveineuse, pendant 15 jours. De nouveaux protocoles sont en cours

d'étude (Khonde et coll., 1997). Des diarrhées, nausées, douleurs abdominales, plus rarement des

anémies, leucopénies ou thrombopénies peuvent apparaître. Ces troubles sont classiquement
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réversibles. Par ailleurs, son coût et son mode d'administration limitent son utilisation aux centres

d'expérimentation.

Tous ces médicaments, s�ils sont encore produits et donc prescriptibles, induisent des effets

secondaires multiples non négligeables. Une nouvelle voie d�approche thérapeutique met l�accent

sur le bénéfice des traitements combinés. Cependant, l�établissement et l�efficacité sur le terrain de

protocoles cliniques d�essais thérapeutiques nécessitent un encadrement lourd et un suivi d�une

durée minimale de deux ans, difficile à mettre en �uvre dans les régions endémiques. A cela

s�ajoutent des problèmes de résistance aux médicaments, une résistance dite « primaire » de T. b.

rhodesiense au DFMO (Iten et coll., 1995), une résistance « acquise » de T. b. gambiense au

mélarsoprol (Kaminsky et coll., 1998). La sensibilité aux arsenicaux melaminophényl met en jeu un

transporteur de nucléosides de Trypanosoma brucei. Un variant de la molécule non fonctionnel,

exprimé par les trypanosomes résistants a récemment été impliqué dans le phénomène de résistance

(Maser et coll., 1999).

1.8.6. Axe de recherche thérapeutique

1.8.6.1. Le mégazol

Parmi les molécules testées chez l'animal sur diverses souches de trypanosomes, le mégazol, dérivé

nitro imidazolé, semble prometteur (Bouteille et Chauvière, 1999;  Chauvière et coll., 2003). En

effet, il est trypanocide à de faibles concentrations et passe bien la barrière hémato-encéphalique

(Marie-Daragon et coll., 1994 ; Enanga et coll., 1998 et 2000).

1.8.6.2. Autres perspectives 

Les recherches en matière de thérapeutique s'orientent vers des produits actifs à tous les stades de la

maladie et présentant le moins d'effets secondaires possibles. 

L'inhibition de la glycolyse, unique source d'énergie du parasite, est un axe de recherche toujours

d�actualité (Verlinde et coll., 1994 ; Périé et coll., 1994). Cette réaction qui a lieu dans le

glycosome, organelle spécialisée du trypanosome, met en jeu différentes enzymes, cibles

potentielles de nouveaux médicaments. L'enzyme la mieux connue est la glycéraldéhyde-3-
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phosphate déshydrogénase. L'inhibition de son cofacteur NAD+ bloque le métabolisme du parasite.

En fait, la suramine exerce très probablement son effet trypanocide par inhibition de la glycolyse,

comme le suggère sa très forte affinité pour les enzymes du glycosome. L'efficacité de ce

médicament encourage les essais de synthèse de nouvelles molécules plus spécifiques encore et plus

intéressantes sur le plan pharmacodynamique (passage de la barrière hémato-encéphalique)

(Opperdoes, 1995). 

Une seconde approche thérapeutique consiste en l�inhibition de la synthèse du trypanothion,

molécule particulière au parasite, indispensable à sa survie (Fairlamb et coll., 1985 ; Fairlamb,

1990). 

1.8.6.3. Stratégie vaccinale

Cette voie reste à l�heure actuelle difficilement envisageable en raison de la variabilité antigénique

du trypanosome. La mise en évidence de constituants stables du parasite, et accessibles malgré le

manteau de VSG reste la solution potentielle (Overath et coll., 1994).

Des stratégies nouvelles utilisant les vaccinations par l'ADN, pour un Ag conservé, avec des

adjuvants adaptés ont été développées. Les résultats sont probants avec T. cruzi (Leclerc et Ronco,

1998 ; Pereira-Chioccola et coll., 1999).

Des essais de vaccination avec de la tubuline, constituant important du cytosquelette du

trypanosome, ont permis de protéger des souris de l'infection par T. brucei. Les sérums inhibaient la

croissance du parasite en culture, une réponse AC semble requise pour cette protection, qui reste à

confirmer (Lubega et coll., 1998).

Des recherches récentes montre qu�une forme sanguine mutante de T. brucei exprimant une variante

inactive d'ornithine décarboxylase protègerait des souris de l'infection par la forme sauvage. Une

nouvelle approche basée sur la mise au point de mutants apparaît prometteuse (Mutomba et coll.,

1999), bien que l�effet thérapeutique se limite aux parasites de sous-groupes de VAT similaires.
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1.9. Troubles des rythmes circadiens

1.9.1. Trouble du sommeil

La maladie du sommeil se caractérise par une perturbation du cycle de veille et sommeil

classiquement décrite comme une hypersomnie par les médecins coloniaux. Dangaix en 1861

(Dechambre, 1861) séparait les manifestations en trois degrés : tendance au sommeil pour le

premier, sommeil presque constant avec intelligence obscurcie, marche titubante pour le deuxième,

et sommeil plus profond et plus continu avec abrutissement, amaigrissement, faiblesse extrême pour

le troisième degré. Nielly (1881) décrivit une période caractérisée par des troubles du sommeil ou

somnolence, chute de la paupière supérieure, marche titubante, mutisme, indifférence, et une

période d'aggravation avec de plus en plus d'accès de sommeil et de nombreux signes neurologiques

(hémiparésie, fourmillements et convulsions). Mackensie (1890) rapporta la première observation

continue d'un malade, ne présentant pas d�hypersomnie, mais dormant peu, à tout moment du

nycthémère. Il décrivait ainsi son malade : «Il dormait souvent mais peu de temps chaque fois, aussi

bien la nuit que le jour, de sorte que la durée totale de son sommeil ne dépassait pas le chiffre

moyen des individus bien portants ». Ainsi le caractère circadien des troubles du cycle veille-

sommeil était-il évoqué, chez des patients « somnolents le jour et agités la nuit» (Manson-Bahr,

1942). 

Les états de vigilance sont déterminés, chez 1'homme, grâce à la technique de polyhypnographie,

selon les prérogatives codifiées en 1968 par Rechtschaffen et Kales. L�enregistrement

polyhypnographique qui permet la classification des états de vigilance, comporte au minimum le

recueil de trois critères électrophysiologiques : l'électroencéphalogramme (EEG), enregistré avec

des électrodes placées sur le scalp selon le système 10-20 international, l'électromyogramme

(EMG), recueilli avec des électrodes cutanées placées en regard des muscles de la houppe du

menton et des jambiers antérieurs et enfin l'électro-oculogramme (EOG), enregistré avec des

électrodes disposées autour des orbites au niveau des canthus externes de chaque �il, permettant le

recueil des variations du dipôle cornéorétinien. Ces trois enregistrements permettent de différencier

l'éveil, le sommeil lent (léger et profond), et le sommeil paradoxal. Le sommeil de sujets adultes en

climat tempéré est monophasique et nocturne. 
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Les premiers enregistrements polyhypnographiques de sommeilleux ont été réalisés par Gallais

(Gallais et coll., 1951 ; 1953), Radermecker (Radermecker, 1955 ; 1956) et Collomb (Collomb et

coll., 1961). En particulier, Radermecker rapportait chez des patients en phase avancée de la THA,

l�existence de figures EEG anormales typiques décrites comme « souvent pseudorythmiques et

pouvant même ressembler aux perturbations bioélectriques observées dans les leucoencéphalites ».

Par la suite, des études complémentaires ont confirmé les constatations antérieures sur un

échantillon moins restrictif de patients. En 1965, Bert et coll. élargissèrent la connaissance de la

pathologie intéressant l�EEG. Des enregistrements polygraphiques exclusivement nocturnes ont été

pratiqués au Sénégal, chez 18 patients parmi lesquels 17 présentaient une phase méningo-

encéphalitique déclarée. Une véritable destructuration du sommeil a été caractérisée, accompagnée

de la disparition des grapho-éléments tels que les complexes K et les fuseaux de sommeil, mettant

un terme à la caractérisation d�une simple hypersomnie.

En 1970, Schwartz et Escande ont recueilli en discontinu l�activité électropolygraphique d'un

patient atteint de THA sur une période de 4 mois, au total 9 enregistrements (3 tracés de routine le

matin, 5 tracés polygraphiques prolongés d�après-midi, 1 tracé de nuit). Les tracés ont

principalement révélé des anomalies de la morphologie EEG en sommeil lent avec la caractérisation

de bouffées delta monomorphes pathologiques, ainsi qu�une organisation de type narcoleptique du

sommeil avec une survenue précoce de la première phase de mouvements oculaires rapides.

Ces deux dernières études se sont intéressées à la morphologie des tracés, mettant en évidence des

anomalies spécifiques, mais les enregistrements pratiqués ne couvraient pas un nycthémère. C'est à

Niamey en 1988 que de tels enregistrements polyhypnographiques ont été conduits pour la première

fois, chez un patient ayant voyagé en Côte d'Ivoire, dans une région d'endémie connue (foyer de

Gagnoa) (Buguet et coll., 1989). La distribution veille-sommeil présentait une distribution

anormale, caractérisée par 8 épisodes de sommeil distincts répartis sur l�ensemble du nycthémère,

avec néanmoins un épisode majeur survenant la nuit. Le patient a présenté des épisodes de sommeil

paradoxal survenant sur un mode narcoleptique (avec une latence très courte d�apparition du

sommeil paradoxal). Cependant, les états de vigilance étaient parfaitement distincts malgrè de

nombreuses anomalies morphologiques du tracé EEG. 

Deux études complémentaires ont alors été conduites à Daloa (Côte d'Ivoire) puis à Brazzaville

(Congo), pour approfondir les constatations faites chez le premier patient (Buguet et coll., 1993 et

1994). Les hypnogrammes recueillis ont confirmé la perturbation de la rythmicité du cycle veille-

sommeil. Chez les patients les plus gravement atteints, les épisodes de sommeil ont tendance à se

répartir indifféremment sur l'ensemble du nycthémère. Malgré ces altérations de la distribution
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circadienne de la veille et du sommeil, le temps de sommeil total est resté dans les limites de la

normale infirmant la notion d�hypersomnie. Par ailleurs, l�alternance veille-sommeil est survenue

en cycles d�autant plus courts et nombreux que les malades étaient plus gravement atteints. Les

épisodes narcoleptiques (SOREMP, sleep onset REM periods) sont nombreux et proportionnels à la

sévérité de l�atteinte clinique. En phase avancée de méningo-encéphalite, les SOREMP initialisent

la majorité des épisodes de sommeil, survenant avec une périodicité voisine de 90 minutes,

illustrant le « basic rest activity cycle » évoqué par Kleitman en 1969.

Après traitement au mélarsoprol, les perturbations régressent, la rythmicité circadienne du cycle

veille-sommeil se normalise et les SOREMP diminuent jusqu�à disparaître chez les patients les

moins sévèrement atteints. Cette amélioration est également décrite au stade avancée de méningo-

encéphalite avec une normalisation progressive nécessitant une période de réversibilité des troubles

plus longue.

Des anomalies des tracés électroencéphalographiques ont également été décrites. Progressivement,

avec l�évolution de la maladie, la morphologie de l�électroencéphalogramme adopte un caractère

monotone, avec une différenciation des différentes phases de sommeil lent délicate. Les complexes

K et les fuseaux de sommeil (12 à 16 Hz), caractéristiques du stade 2  sont peu nombreux. Bien que

la réactivité alpha (9 à 13 Hz) persiste pendant l�éveil, un ralentissement des processus d�éveil se

manifeste par l�invasion d�anomalies lentes associant une activité thêta diffuse (6 à 7 Hz) à des

bouffées d�ondes lentes de la bande delta (0,5 à 4 Hz) à prédominance frontale. A un stade

d�évolution avancée de la méningo-encéphalite le ralentissement des processus d�éveil est marqué

avec la survenue récurrente d�évènements hypersynchrones hypnopompiques, la disparition des

fuseaux de sommeil et l�invasion progressive d�ondes lentes de la bande de fréquence delta.

1.9.2. Troubles hormonaux

 Des études hormonales ont été entreprises pour déterminer l�étendue des perturbations du rythme

circadien chez les patients trypanosomés. Il a été montré que de nombreux rythmes endocriniens

sont également modifiés proportionnellement à l�intensité des manifestations cliniques de la

maladie. Au cours des expérimentations menées à Daloa et à Brazzaville (Buguet et coll., 1993 et

1994), des prélèvements sanguins ont été réalisés avec une périodicité d�1 heure (Daloa) et de 10
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minutes (Brazzaville), afin d'étudier le rythme de sécrétion de diverses hormones, notamment le

cortisol, l�hormone de croissance (GH), la prolactine et la mélatonine.

Chez le sujet sain, le cortisol et la mélatonine présentent une sécrétion variable sur 24 heures, mais

totalement indépendante des épisodes de sommeil. La sécrétion de cortisol présente cependant une

relation privilégiée avec les épisodes de sommeil lent qui n'apparaissent qu'en phase descendante

des pics sécrétoires. La prolactine est dépendante du sommeil, associée aux épisodes de sommeil de

longue durée. L�hormone de croissance (GH) est sécrétée en phase avec le sommeil. Un pic

sécrétoire de GH apparaît en début de nuit en relation étroite avec le sommeil lent profond. 

L'étude des cycles hormonaux chez les patients trypanosomés en phase neurologique montre que la

sécrétion du cortisol est altérée proportionnellement à la gravité clinique. Le rythme de sécrétion du

cortisol est aboli chez les patients les plus atteints. L�altération est intermédiaire chez les patients à

un stade moins avancé d�atteinte méningo-encéphalite (Radomski et coll., 1995). Bien le rythme

circadien de l�amplitude des pics de sécrétion soit inexistant, la pulsatilité hormonale persiste et

garde ses relations avec les états de sommeil. Les phases de diminution des pics de sécrétion restent

en effet associées au sommeil lent profond. La quantité de cortisol sécrété sur une période de 24h ne

varie pas. L�atteinte de la rythmicité circadienne concerne l�amplitude des pics de sécrétion.

Le profil de sécrétion de prolactine ancré au sommeil, augmentant à l�endormissement et diminuant

au réveil est conservé à un stade précoce d�évolution de la THA. Au stade avancé de la maladie, la

sécrétion de prolactine perd sa rythmicité circadienne. Les dosages montrent une disparition de la

relation entre sécrétion et cycle veille-sommeil. La sécrétion de prolactine devient indépendante du

sommeil en raison de la fragmentation excessive du sommeil interdisant la survenue d�épisodes de

longue durée. Cependant la pulsatilité sécrétoire de cette hormone et sa relation avec les stades de

sommeil est conservée (Brandenberger et coll., 1994 et 1996). La sécrétion de rénine plasmatique

connaît une perturbation de rythmicité circadienne également liée à la courte durée des épisodes de

sommeil, en particulier du sommeil lent profond.

Par ailleurs, il n'y a pas d'altération de l'association entre pic de GH et sommeil lent même chez les

patients très atteints (Radomski et coll., 1996). La sécrétion hormonale de GH, malgrè une forte

dérégulation circadienne, maintient ses relations privilégiées avec le sommeil lent profond. Chez le

patient en phase méningo-encéphalitique avancée, des pics de sécrétion de moindre amplitude sont

observés en phase avec le sommeil, le plus souvent en concomitance avec le sommeil lent profond.

Il existe donc, pour la GH et la prolactine, une atteinte de la composante circadienne de leur rythme

sécrétoire, sans altération de leur lien avec les stades de sommeil. 



55

Le rythme de sécrétion de la mélatonine, synchroniseur des rythmes circadiens persiste chez les

patients trypanosomés (Claustrat et coll., 1998). La sécrétion nocturne de mélatonine augmente la

nuit  et l�amplitude du rythme de sécrétion ne diffère pas. Cependant l�acrophase survient en avance

de phase de près de 2 heures par rapport à celle des sujets sains. 

L'oestradiol chez la femme et la testostérone chez l'homme sont diminuées de 50% environ, sans

anomalies des gonadotrophines (FSH et LH). Leurs composantes circadiennes n'ont pas été

explorées. 

Enfin, l'exploration thyroïdienne montre une diminution de T3 et de sa fraction libre alors que la

mesure de T4 présente une concentration normale (Hublart et coll., 1988).
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2. CHAPITRE II : LE CYCLE VEILLE-SOMMEIL CHEZ

L�ANIMAL

2.1. Organisation de l�éveil et du sommeil chez le rat au cours d�un

nycthémère

Chez le rat, au cours d�un nycthémère, l�organisation des phases d�éveil et de sommeil est soumise

à un rythme circadien d�une période d�environ 24 heures (le rat est un animal actif la nuit, qui reste

éveillé pendant 70% de la phase nocturne et 30% de la phase diurne) surimposé à un rythme

ultradien (occurrence spontanée des cycles E (éveil)- SL (sommeil lent)- SP (sommeil paradoxal)

successifs). Le rythme circadien du cycle veille-sommeil est influencé par des « synchroniseurs »

externes  tels que l�alternance lumière-obscurité, la prise alimentaire et les influences sociales. Il

persiste chez des animaux soustraits à l�influence du cycle lumière-obscurité mais il évolue alors en

libre cours. Ces données indiquent que le rythme veille-sommeil, comme de nombreux rythmes, est

sous le contrôle d�une horloge interne qui serait localisée au niveau des noyaux suprachiasmatiques

(Ibuka et coll., 1977). Cette horloge serait aussi sous l�influence de l�épiphyse (Cassone, 1990) et

des noyaux mésencéphaliques du raphé.

2.2. Phénoménologie

Les trois états de vigilance se différencient selon leurs caractéristiques comportementales et

polygraphiques.
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2.2.1. L'éveil

Du point de vue comportemental, l'animal éveillé peut avoir une activité motrice importante (éveil

agité) ou être immobile (éveil calme), les yeux ouverts. Il est très réactif aux informations

extérieures. Son rythme cardiaque est de fréquence élevée, sa respiration rapide.

L'analyse polygraphique caractérise cet état par la présence d'une activité corticale désynchronisée,

rapide (de 15 à 25 Hz) et de bas voltage associée à un tonus musculaire corrélé à l'activité de

l'animal. Les mouvements oculaires sont fréquents.

2.2.2. Le sommeil à ondes lentes ou sommeil lent

Au cours du sommeil à ondes lentes (SL), l'animal est immobile et a les yeux fermés. Il adopte une

posture caractéristique, allongé, la tête repliée sous le corps ou le nez posé au niveau de la queue.

Les postures de sommeil sont aussi dépendantes de la température ambiante et des conditions

d'éclairement (Valatx et coll., 1973 ; Van Betteray et coll., 1991). Les rythmes cardiaque et

respiratoire sont ralentis.

L'analyse polygraphique permet de caractériser cette phase de sommeil par la lecture d'une activité

corticale synchronisée constituée d'ondes lentes (de 1 à 4 Hz) de haut voltage et de fuseaux de

fréquence rapide (de 11 à 15 Hz). Le tonus musculaire est fortement diminué par rapport à l'éveil. Il

peut également être absent.

2.2.3. Le sommeil paradoxal

Du point de vue comportemental, il n'y a pas de différence notable entre le SL et le sommeil

paradoxal (SP).

L'analyse polygraphique a toutefois permis de différencier ces deux types de sommeil (Jouvet et

coll., 1959). Le SP se caractérise par une activité corticale désynchronisée semblable à celle

observée pendant l'éveil, une atonie des muscles de la posture parfois ponctuée de secousses

musculaires (le plus fréquemment au niveau de la face et des membres distaux), des mouvements

rapides des yeux, et une érection, mise en évidence chez l'homme et le rat (Fisher et coll., 1965 ;

Schmidt et coll., 1994). Chez le chat, des ondes amples monophasiques peuvent être enregistrées

dans les noyaux pontiques, les corps genouillés latéraux et le cortex visuel. Ces ondes ponto-
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géniculo-occipitales ont été enregistrées pour la première fois au niveau des corps genouillés

latéraux par Mikiten et coll. (1961) et baptisées "activité PGO" par Jeannerod (1965). Très

difficilement enregistrées chez le rat, elles conduiraient aux mouvements oculaires rapides.

2.3. Structures impliquées dans les différents états de vigilance

2.3.1. Les structures impliquées dans les mécanismes de l'éveil 

L'éveil est un état d'intense activité physique et mentale, lié à la convergence d'une multitude

d'informations à tous les niveaux d'intégration du système nerveux central. Il se traduit au niveau

cortical par une activité neuronale désynchronisée permettant le déclenchement des réponses

comportementales et autonomes adaptées. La désynchronisation corticale ou activation tonique des

neurones corticaux peut être considérée comme la conséquence d'une part de l'activation directe du

télédiencéphale et d'autre part du blocage des systèmes produisant les fuseaux et ondes lentes

caractéristiques du SL.

La régulation de l'éveil est un phénomène complexe mettant en jeu des structures multiples et

redondantes (figure 6). Aucune structure, prise isolément n'est indispensable à l'activation corticale.

A cela s�ajoutent des systèmes distincts projetant sur le cortex, activés par d�autres systèmes du

tronc cérébral, suffisants au maintien de l�activation corticale.

- Le système thalamique :

Les neurones intralaminaires du thalamus, relais des informations sensorielles et motrices,

projettent sur l'ensemble du cortex (Jones et Leavitt, 1974 ; Itoh et Mizuno, 1977, Kennedy et

Baleydier, 1977 ; Molinari et coll., 1986 ; Hendry et coll., 1979). Sakai et coll. (1990) ont injecté

des cholinomimétiques dans les noyaux intralaminaires chez le chat et ont obtenu une

désynchronisation corticale prolongée tandis que des microinjections de muscimol, agoniste

GABAA ont induit une synchronisation des rythmes électroencéphalographiques corticaux.

L'activation des neurones thalamocorticaux provoque la libération d'acides aminés excitateurs tels

que l�aspartate et le glutamate, au niveau cortical (Glenn et Steriade, 1982 ; Ottersen et coll., 1983 ;

Macchi et Bentivoglio, 1985). Ces données suggèrent que ces neurones activent les neurones

corticaux et induisent la désynchronisation corticale.
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- Le système diffus de l'hypothalamus postérieur :

La stimulation électrique de l'hypothalamus postérieur déclenche un éveil hyperactif. Sa lésion

électrolytique chez le chat entraîne un coma prolongé caractérisé par des ondes lentes corticales. Sa

lésion neurotoxique produit le même effet mais de façon transitoire (Sallanon et coll., 1988 ;

Denoyer et coll., 1991).

Un des maillons de ce système contient le seul groupe de cellules synthétisant l'histamine (le noyau

tubéromammillaire et la partie caudale de l'aire hypothalamique latérale). En effet, les neurones

présentant une activité tonique pendant l'éveil, de fréquence lente et diminuant au cours du sommeil

(Vanni-Mercier et coll., 1984), enregistrés en extracellulaire dans le noyau tubéromammillaire chez

le chat non anesthésié, ont les mêmes caractéristiques électrophysiologiques que ceux à histamine

enregistrés in vitro (Haas et Reiner, 1988). De plus, le noyau tubéromammillaire contient presque

exclusivement des neurones à histamine. Il est donc fort probable que ces neurones dont l'activité

est maximale spécifiquement pendant l'éveil, soient de nature histaminergique. Les données

pharmacologiques appuient la notion d'un rôle éveillant des neurones histaminergiques de

l'hypothalamus postérieur (Lin et coll., 1986 ; 1988 ; 1990 ; McCormick et Williamson, 1989).

D'autres neurones de l'hypothalamus postérieur sont impliqués dans les systèmes d'éveil mais leur

nature neurochimique n�est toujours pas clairement définie.

- Le système du télencéphale basal :

Les neurones cholinergiques du télencéphale basal envoient des projections diffuses au cortex et

aux noyaux thalamiques (Mesulam et coll., 1983 ; Woolf et Butcher, 1986 ; Steriade et coll., 1987 ;

Levey et coll., 1987). Leur stimulation est éveillante et leur lésion neurotoxique par l'acide

iboténique, chez le rat, entraîne l'apparition d'ondes lentes (Buzsaki et coll., 1988). L'action de

l'acétylcholine consiste en un blocage des oscillations rythmiques des neurones réticulés

thalamiques GABAergiques, et en l'activation directe des neurones intralaminaires thalamiques

ainsi désinhibés (Krnjevic et coll., 1971 ; McConnick, 1990).

Ces trois systèmes reçoivent des activations d�autres structures et systèmes.
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- Les noyaux mésopontins cholinergiques : les noyaux tegmental latérodorsal de Castaldi et

pédonculopontin :

Les neurones cholinergiques de ces noyaux mésopontins se projettent sur les différents noyaux du

thalamus chez le chat et chez le rat (Woolf et Butcher, 1986 ; Hallanger et coll., 1987 ; Paré et coll.,

1988 ; Smith et coll., 1988 ; Steriade et coll., 1988). Cette constatation a été faite par traçage

rétrograde des voies nerveuses et immunohistochimie de la choline acétyltransférase, l'enzyme de

synthèse de l'acétylcholine. La stimulation des noyaux parabrachial et mésopontin induit une

hyperpolarisation des neurones réticulés du thalamus. L'acétylcholine exerce une double action :

une action muscarinique inhibitrice par hyperpolarisation des neurones réticulés du thalamus

(McConnick et Prince, 1986) et une action nicotinique activatrice par dépolarisation des neurones

thalamocorticaux et corticaux (McConnick et Prince, 1987) conduisant à la désynchronisation

corticale.
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- La formation réticulée :

La formation réticulée mésencéphalique forme avec les neurones cholinergiques mésopontins, la

voie réticulo-thalamo-corticale. Les neurones de cette structure se projettent massivement sur les

noyaux thalamiques mais pas directement sur le cortex chez le chat et le rat (Jones et Yang, 1985 ;

Sakai, 1985 ; Satoh et Fibiger, 1986 ; Smith et coll., 1988 ; Steriade et coll., 1988). La stimulation

de ces neurones déclenche un éveil prolongé. Les neurotransmetteurs utilisés par les neurones de la

formation réticulée mésencéphalique ne sont pas connus. Cependant, il a été montré que ces

neurones exercent une action excitatrice directe, à courte latence et de courte durée, sur des

neurones thalamocorticaux identifiés par stimulation antidromique (Steriade et Glenn, 1982). Ces

données suggèrent que les neurones réticulaires du mésencéphale utilisent des acides aminés

excitateurs comme neurotransmetteurs. 

Le noyau réticulé magnocellulaire bulbaire contient des neurones cholinergiques ou

aspartate/glutamatergiques qui se projettent sur la formation réticulée mésencéphalique,

l'hypothalamus postérieur et les groupes cholinergiques mésopontins. Cet ensemble forme la voie

réticulo-hypothalamo-corticale. La stimulation du noyau réticulé magnocellulaire provoque un éveil

intense et prolongé.

- Le noyau du locus coeruleus :

Ce noyau contient des neurones noradrénergiques qui envoient des projections directes vers le

cortex, le thalamus et l'hippocampe (Jones et Yang, 1985). Ces neurones reçoivent de nombreuses

afférences activatrices et inhibitrices, confirmant leur rôle modulateur de l'éveil (Luppi et coll.,

1995). La noradrénaline induit une dépolarisation des neurones corticaux et une inhibition des

noyaux réticulés thalamiques, facilitant ainsi le transfert des informations vers le cortex cérébral

(McCormick et Prince, 1988 ; McCormick et Williamson, 1989). Sa déplétion par administration

d�α-méthyltyrosine, entraîne une diminution de la désynchronisation corticale (King et Jewett,

1971). 
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 - Les neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé :

Les neurones des noyaux raphés dorsal et médian se projettent sur le cortex, le thalamus et

l'hypothalamus (Bobillier et coll., 1976 ; Vertès, 1991). Ils sont actifs pendant l'éveil et silencieux

pendant le SP (McGinty et Harper, 1976 ; Trulson et Jacobs, 1979). Les données de la littérature

concernant ces neurones suggèrent qu'ils pourraient avoir un effet neuromodulateur pendant l'éveil. 

Figure 6 :  Schémas représentatif des réseaux neuronaux impliqués dans l'éveil. 

Hip : hippocampe ; IL : noyau intralaminaire du thalamus ; RET : noyau réticulaire du thalamus ;

TB : téléencéphale basal ; H Post : hypothalamus postérieur ; FRM : formation réticulaire

mésencéphalique ; RD : noyau du raphé dorsal ; LC : locus coeruleus ; LDT/PPT : noyaux

latérodorsal et pédonculopontin du tegmentum pontique ; MC : noyau réticulé bulbaire

magnocellulaire. Ach : acétylcholine ; GABA : acide γ-amino butyrique ; Glu : glutamate ; His :

histamine ; Nor : noradrénaline ; 5-HT : 5-hydroxytryptamine.
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2.3.2. Les structures impliquées dans les mécanismes du sommeil à ondes

lentes (figure 7)

Lors de l'endormissement une "désafférentation" sensorielle du cortex s�installe progressivement.

Les premiers signes électroencéphalographiques de l'état de somnolence s�accompagne de

l'interruption des informations sensorielles et motrices au niveau du thalamus. En outre, ce

phénomène a lieu sans qu'aucun signe d'inhibition de la transmission synaptique ne soit observé au

niveau des relais pré-thalamiques (Steriade et coll., 1971). C'est sur cette observation que s'appuie

l'idée selon laquelle les mécanismes intrathalamiques jouent un rôle majeur dans la désafférentation

cérébrale conduisant au sommeil. Cette phase s�accompagne de l�apparition de fuseaux

caractéristiques de cet état de vigilance.

- Le noyau réticulé thalamique :

L�enregistrement des fuseaux dans les noyaux intralaminaires du thalamus chez le chat ayant subi

une décortication bilatérale et une section au niveau de la partie rostrale du tronc cérébral a

démontré la genèse thalamique de ces ondes (Morison et Bassett, 1945). De nombreuses données

expérimentales indiquent que l�origine de ces fuseaux est due à des neurones GABAergiques

présents dans les noyaux réticulés thalamiques (Steriade et coll., 1985, 1987 ; Buzsaki et coll.,

1988). Les neurones réticulés thalamiques GABAergiques, grâce à leurs propriétés intrinsèques,

présentent une activité "pacemaker" in vivo. Ces cellules imposeraient ainsi aux neurones

thalamocorticaux, via des PPSI (potentiels post-synaptiques inhibiteurs) une inhibition rythmique

bloquant le transit des informations sensorielles vers le cortex (Steriade, 1990).

- La région préoptique :

Cette structure est impliquée dans l'apparition du SL. La stimulation électrique de la région

préoptique engendre des ondes lentes corticales accompagnées d'un comportement de sommeil

(Sterman et Clemente, 1962). Des stimulations pharmacologiques par des substances

cholinomimétiques ont confirmé ces résultats (Hernandez-Peon et Ibarra, 1963).

La lésion électrolytique bilatérale de la région préoptique supprime le sommeil du chat pendant une

durée de trois semaines (McGinty et Sterman, 1968 ; McGinty, 1969). Les effets de la lésion de la

région préoptique sont confirmés par Lucas et Sterman (1975) qui rapportent en plus, une
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diminution importante du rythme veille-sommeil pendant la phase de récupération qui suit

l'insomnie. Chez le rat, la destruction bilatérale de la région préoptique augmente fortement la

quantité d'éveil (Szymusiak et Satinoff, 1985). Enfin, la destruction par l'acide kaïnique ou

iboténique de l'aire préoptique latérale engendre une insomnie (Szymusiak et McGinty, 1986a ;

Sallanon et coll., 1989).

La majeure partie des neurones de la région préoptique ont une activité unitaire maximale pendant

le SL et le SP par rapport à l'éveil (Kaitin, 1984). L'augmentation de la fréquence de décharge de

ces neurones anticipe le début de la phase de SL (Szymusiak et McGinty, 1986b).
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- Les neurones sérotoninergiques :

Il a été montré que les fibres 5-HT de 1'hypothalamus proviennent des noyaux antérieurs du raphé

(Bobillier et coll., 1976 ; Vertès, 1991 ; Sakai et coll., 1990). L'injection intratissulaire de 5-HTP,

précurseur immédiat de la sérotonine, dans 1'hypothalamus antérieur induit l'apparition du SL et du

SP chez l'animal prétraité à la para-chlorophénylalanine (Denoyer et coll., 1989). Ces données

suggèrent que la 5-HT serait impliquée dans les mécanismes d'apparition du SL.

Figure 7: Schémas représentatif des réseaux neuronaux impliqués dans le sommeil lent.

Hip : hippocampe ; IL : noyau intralaminaire du thalamus ; RET : noyau réticulaire du thalamus ;

TB : téléencéphale basal ; H Post : hypothalamus postérieur ; FRM : formation réticulaire

mésencéphalique ; RD : noyau du raphé dorsal ; LC : locus coeruleus ; LDT/PPT : noyaux

latérodorsal et pédonculopontin du tegmentum pontique ; MC : noyau réticulé bulbaire
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magnocellulaire ; Rpo : région préoptique ; NTS : noyau du faisceau solitaire. GABA : acide γ-

amino butyrique ; Glu : glutamate.

2.3.3. Les structures impliquées dans les mécanismes du sommeil paradoxal

Le SP est un état d'activations centrales phasiques et toniques, contemporaine à l'inhibition des

entrées sensorielles et des sorties motrices. Les données expérimentales de transections complètes

(préparations dites "cerveau isolé" avec éviction des structures rostrales au pont), indiquent que les

structures essentielles à la genèse des phénomènes phasiques et toniques du SP sont localisées dans

le tronc cérébral inférieur (Jouvet, 1962, 1965) (figure 8). Ces résultats ont été par la suite

largement confirmés démontrant que les structures rostrales au pont ne sont pas indispensables au

SP. En revanche, les structures rostrales à la moelle épinière et caudales au mésencéphale

contiennent les neurones nécessaires et suffisants à la genèse du SP (Hobson, 1965 ; Gottesmann,

1988).

- Les neurones des noyaux périlocus α:

Ces neurones se projettent sur le thalamus et l'hypothalamus. Ils sont certainement impliqués dans

la désynchronisation corticale, reflet de l'activation corticale (El Mansari, 1990).

D'autre part, il a été montré par des lésions électrolytiques et chimiques bilatérales chez le chat que

le noyau périlocus α est le centre pontique responsable de l�atonie musculaire, caractéristique du SP

(Henley et Morrison, 1974 ; Sastre et coll., 1979 ; Sakai et coll., 1981 ; Sastre et coll., 1981). Le

noyau périlocus α contient des neurones actifs spécifiquement pendant le SP (SP-on) qui chez le

chat, projettent sur les noyaux magnocellulaires et parvocellulaires du bulbe, inhibiteurs des

motoneurones (Hancock et Fougerousse, 1976; Sakai et coll., 1979, 1981). 

- Les neurones cholinergiques du tegmentum pontique 

Les neurones cholinergiques du tegmentum pontique dorsal projettent directement sur les noyaux

intralaminaires et réticulés thalamiques (Hallanger et coll., 1987 ; Smith et coll., 1988 ; Steriade et

coll., 1988). L'acétylcholine induit l'hyperpolarisation des neurones réticulés thalamiques et la

dépolarisation des neurones thalamocorticaux, phénomènes qui conduisent à la désynchronisation
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corticale. Les neurones cholinergiques du tegmentum pontique envoient également des projections

au noyau géniculé latéral du thalamus impliqué dans la genèse des ondes PGO (Sakai, 1980 ;

Steriade et coll., 1988). Ces résultats suggèrent que les neurones cholinergiques du tegmentum

pontique dorsal sont impliqués dans la désynchronisation corticale et dans la genèse des ondes

PGO.

- Les neurones gigantocellulaires du bulbe : les noyaux  parvocellulaires et magnocellulaires 

Ces neurones gigantocellulaires bulbaires présentent une activité tonique et spécifique du SP.

Les neurones des noyaux magnocellulaires projettent sur la formation réticulée mésencéphalique, le

tegmentum pontique, l'hypothalamus postérieur et le thalamus (Steriade et coll., 1984 ; Sakai et

coll., 1990). Ces données suggèrent leur rôle dans l'activation corticale.

Les neurones des noyaux gigantocellulaires chez le rat se projettent sur les motoneurones crâniens

et spinaux (Holstege et Bongers, 1991 ; Rampon et coll., 1996). Ces neurones de nature

glycinergique (Rampon et coll., 1996) sont susceptibles d'être responsables de l'inhibition des

motoneurones conduisant à l'atonie musculaire chez le rat. De plus, la stimulation du noyau

magnocellulaire chez le chat entraîne une hyperpolarisation membranaire des motoneurones

spinaux (Soja et coll., 1987). 

- Les neurones de l 'hypothalamus postérieur 

Les neurones de l'hypothalamus postérieur, enregistrés en extracellulaire chez le chat présentent une

fréquence de décharge augmentée pendant l'éveil et le SP par rapport au SL (Sakai et coll., 1990).

Ces données suggèrent qu'ils sont impliqués dans les phénomènes d'activation corticale présents au

cours de ces deux états de vigilance. 
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Figure 8: Schémas représentatif des réseaux neuronaux impliqués dans le sommeil paradoxal. 

IL : noyau intralaminaire du thalamus ; RET : noyau réticulaire du thalamus ; TB : téléencéphale

basal ; H Post : hypothalamus postérieur ; RD : noyau du raphé dorsal ; LC : locus coeruleus ;

LDT/PPT : noyaux latérodorsal et pédonculopontin du tegmentum pontique ; MC : noyau réticulé

bulbaire magnocellulaire ; NTS : noyau du faisceau solitaire ; CGL : corps genouillés latéraux du

thalamus ; MnC : motoneurones crâniens. GABA : acide γ-amino butyrique ; Glu : glutamate.
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3. OBJECTIFS

L�objectif principal de cette étude a été de documenter un modèle rat infecté par Trypanosoma

brucei brucei dans la perspective de créer une bibliothèque de données de références aussi bien

clinique que physiologique dévolu à ce modèle expérimental.

Nous avons voulu centrer notre travail sur une étude clinicophysiologique et ainsi faire ressortir des

paramètres physiologiques déviants pouvant amener à l�hypothèse de la pénétration du

trypanosomose dans le SNC. L�objectif a été de développer une méthode non invasive qui aiderait

au diagnostic de l�entrée en phase méningo-encéphalitique.

Nous avons centré notre recherche sur la pertinence de paramètres physiologiques simples, pouvant

traduire un dysfonctionnement neuronal, notamment le poids et la prise alimentaire. Nous avons

considéré hypothétiquement que des perturbations de poids et de prise alimentaire pourraient être

des indices prometteurs prédictifs de la phase neurologique.

L�étude a été complètée d�un test de comportement couramment utilisé, le test d�Open Field,

permettant d�apprécier l�activité motrice et exploratoire de l�animal trypanosomé.

Le suivi strictement physiologique a été basé sur la mesure de l�hématocrite au cours de l�infection.

Au travers de cette étude clinique, il s�agissait d�établir un tableau clinique de la trypanosomose

expérimentale à brucei brucei chez le rat, de déterminer les paramètres physiologiques déviants et

secondairement d�analyser la cinétique d�évolution de la maladie.

Par la suite nous avons validé ce modèle par la thérapeutique. A ce titre, la combinaison

thérapeutique suramine et mégazol a été mise à l�épreuve chez le rat.

L�administration de drogues uniquement dévolue au traitement de la phase méningo-encéphalitique

de la maladie nous a permis d�affiner nos conclusions sur l�intérêt des paramètres déviants à

appuyer le début de la phase neurologique.
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Un retour à la normale de ces paramètres physiologiques, sous traitement efficient exclusif de la

phase neurologique pourrait par la suite conforter la disparition des lésions neurologiques et ainsi

objectiver ces critères pour un diagnostic non-invasif de la phase méningo-encéphalitique.

Fort de la robustesse de notre modèle, notre travail s�est focalisé sur l�étude des perturbations

circadiennes de l�alternance veille-sommeil caractéristiques de la phase méningo-encéphalitique de

la maladie. Nous avons ainsi testé la faculté de notre modèle à reproduire la dysrythmie circadienne

veille-sommeil.

Une étude qualitative basée sur la structure interne du sommeil et la morphologie des ondes

constituant les différents stades de vigilance a été complétée d�une approche quantitative des tracés

électrophysiologiques recueillis. L�étude quantitative s�est focalisée sur l�appréciation des densités

de puissance spectrale pour les différents états de vigilance 
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4. CHAPITRE I : Etude de l�évolution clinique de la THA,

Etablissement d�un modèle expérimental chez le rat

infecté par T. b. brucei
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CHAPITRE I

4.1. PROBLEMATIQUE

L�évolution de la THA est arbitrairement divisée en deux états successifs, une phase de

généralisation ou lymphatico-sanguine et une phase de polarisation cérébrale ou méningo-

encéphalitique (Boa et coll., 1988 ; Dumas et Boa, 1988) souvent difficiles à différencier en

clinique. Le diagnostic de la phase de polarisation nerveuse est actuellement non spécifique et

probablement trop tardif en raison de l�absence de critères clinico-biologiques clairement définis.

En outre, si aujourd�hui beaucoup d�éléments sont réunis pour expliquer les différents troubles

pathologiques observés au cours de la phase lymphatico-sanguine, les mécanismes immunologiques

et neurologiques responsables des lésions et des troubles neurologiques de la phase de polarisation

cérébrale ne sont pas clairement établis (Pentreath, 1989). 

Un nombre limité de médicaments est disponible pour le traitement. Ce constat est d�autant plus

alarmant que les deux phases de la THA requièrent une thérapeutique différente. En raison du

passage du parasite dans le système nerveux central (SNC) de l�hôte infecté et de la protection

allouée par la barrière hémato-encéphalitique (BHE), les composés capables d�éliminer le

trypanosome dans le système sanguin en phase lymphatico-sanguine s�avèrent inefficaces contre le

parasite résident de l�encéphale.

Le traitement de la phase neurologique est délicat, il repose en pratique sur un produit arsenical qui

peut induire une encéphalopathie, le plus souvent fatale. Dérivé de l�arsenic trivalent, le mélarsoprol

constitue le traitement de référence de la maladie en phase méningo-encéphalitique. Les problèmes

majeurs associés à l�utilisation du mélarsoprol restent les effets secondaires, fréquents et souvent

graves, les rechutes et le temps d�hospitalisation requis au traitement. L�apparition du syndrome

encéphalopathique d'étiologie indéterminée constitue l�effet secondaire le plus dramatique. Ces

complications, fatales dans 10 à 70 % des cas s�observent chez 5 à 10 % des patients traités. Face au

choix limité des molécules actives et à la toxicité de la majorité d�entres elles, notamment celles

dévolues à la phase de polarisation nerveuse, le développement et l�étude préclinique expérimentale

de nouvelle molécule restent à l�heure actuelle une priorité (Dumas et Bouteille, 2000 ; Legros et

coll., 2002 ; Stich et coll., 2003).

Le rat est un des modèles utilisés dans la recherche expérimentale sur la trypanosomose. Différents

modèles animaux ont été proposés chez le rongeur, le chien, le mouton et le singe utilisant des

souches variées, en particulier T. b. brucei, T. b. gambiense et T. b. rhodesiense (Van Bogaert,
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1962). Ces études se sont focalisées sur la réaction immunopathologique induite par la pénétration

du parasite dans le SNC (Losos et Ikede, 1972 ; Fink et Schmidt, 1979 ; Seed et Hall, 1980 ; Poltera

et coll., 1982) et/ou sur les altérations résultantes du SNC (Stevens et Moulton, 1977 ; Poltera et

coll., 1981 ; Van Marck et coll., 1981a ; Anthoons et coll., 1989). Des modèles animaux présentant

une infection chronique ont été développés en phase de polarisation nerveuse de la maladie afin

d�étudier in vivo l�efficacité de drogues reconnues trypanocides in vitro (Jennings, 1988a ; Keita et

coll., 1997).

Cependant, peu de données physiologiques et cliniques ont été rapportées, notamment chez le

modèle rongeur. Le rat trypanosomé a fait l�objet de rares études cliniques (Philip et coll., 1994 ;

Grassi-Zucconi et coll., 1995). Les travaux antérieurs se sont intéressés à certains paramètres

physiologiques d�évolution de l�atteinte clinique, en particulier la température, le cycle veille-

sommeil et l�activité motrice mais à des dates d�infection ponctuelles et non exhaustives, ne

fournissant pas de données en continu des perturbations.

Le but de ce travail a été d�établir en premier lieu un tableau clinique de la trypanosomose

expérimentale à T. b. brucei chez le rat aidant à la compréhension de la cinétique d�évolution de la

maladie et secondairement de déterminer les paramètres physiologiques déviants qui permettraient

de diagnostiquer l�entrée en phase méningo-encéphalitique. Ces critères mis en exergue et analysés

constitueraient la base de référence nécessaire à l�étude de l�efficacité et de la validité d�une

nouvelle thérapeutique.

Il s�agit de mettre au point un modèle expérimental descriptif dont la connaissance approfondie des

perturbations cliniques et de leur cinétique d�apparition, servirait d�outil dans une perspective

d�étude physiopathologique et thérapeutique.

4.2. METHODES

Dans cette expérience, les animaux infectés seront suivis parallèlement à des animaux contrôles sur

la base de la prise pondérale, de la prise alimentaire, de la valeur d�hématocrite et du comportement

moteur et exploratoire en Open Field.

Cette étude a reçu l�accord du Comité Consultatif pour l�utilisation d�animaux en recherche

expérimentale du CRSSA (Centre de recherches du Service de santé des armées, La Tronche,

France).
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4.2.1. Trypanosomes

Nous avons utilisé T. b. brucei AnTat 1.1E, un clone pléiomorphique dérivé de EATRO (East

African Trypanosomiasis Research Organisation) 1125, isolé en 1966 de sang de Tragelaphus

scriptus en Ouganda et qui nous a été aimablement donné par N. Van Meirvenne et D. Le Ray

(Institut de Médecine Tropicale Prince Léopold, Anvers, Belgique). Les trypanosomes sont

conservés sous forme de cryostabilat. Avant infection, les trypanosomes sont décongelés, leur

mobilité est vérifiée au microscope optique ; ils sont alors transférés dans une solution de 0,9% de

NaCl contenant 1% de glucose. 

4.2.2. Animaux et infection

Des rats Sprague-Dawley (IFFA-CREDO, Lyon, France) d�un poids initial de 200 à 230 g  sont

suivis cliniquement du jour de l�infection jusqu�à leur mort. La série expérimentale comporte 36

animaux : 12 rats contrôles et 24 infectés.

Dès leur arrivée, les rats sont hébergés dans des chambres climatiques, à raison de 3 par cage avec

nourriture et boisson ad libitum. Ils sont maintenus en température ambiante stable (22°C) et

photopériode de type 12h/12h (période diurne de 2h00 à 14h00 avec décalage de phase nécessaire

l�optimisation des mesures d�Open Field). 

Après infection, les animaux sont placés à raison d�un par cage, dans les mêmes conditions

environnementales. Après 2 semaines d�habituation aux conditions de laboratoire et au décalage de

phase imposé, l�inoculation est pratiquée. L�infection se fait arbitrairement par une injection intra-

péritonéale (IP) de 200 µl d�un cryostabilat de la souche AnTat 1.1E contenant environ 2000

trypanosomes. 

La présence de parasites est vérifiée au dixième jour d�infection. Les rats sont alors placés dans une

cage d�anesthésie à l�halothane (4%) (Ohmeda, Maurepas, France) aidant à l�anesthésie de l�animal

sans que celui-ci ne présente d�effets de contrainte. L�anesthésie acquise, un prélèvement de sang

(50 µl) au niveau de la partie terminale de la queue est pratiqué à l�aide d�un scalpel. Après  dépôt

d�une goutte de sang entre lame et lamelle et observation au microscope. Plusieurs champs

microscopiques parcourus objectivent la présence ou l�absence de trypanosomes.



76

4.2.3. Mesures

4.2.3.1. Poids et prise alimentaire

Les animaux sont pesés tous les jours, à l�aide d�une balance de précision appropriée (Mettler

PM3000). La quantité de nourriture en poudre (Usine Alimentation Rationnelle, Sterilisable 113,

Epinay-sur-orge, France) consommée est mesurée.

4.2.3.2. Hématocrite

Deux fois par semaine, à heure régulière, un prélèvement de sang à la queue, sous anesthésie à

l�halothane® (laboratoire Belamont, Paris, France), est effectué sur chaque animal afin de mesurer

l�hématocrite. 

Les animaux sont  placés dans une cage d�anesthésie à l�halothane (4%) (Ohmeda, Maurepas,

France) appropriée aidant à l�anesthésie de l�animal sans que celui-ci  ne présente d�effets de

contrainte. Pendant le prélèvement, les animaux sont sous ventilation spontanée en halothane à la

même concentration. 

Le prélèvement de sang (50 µl) est recueilli dans des tubes à hématocrite spécifiques (Haematokrit

Kapillaren, Hirschmann Laborgerate) et centrifugé 5 minutes à 12000 tours/minutes. La

détermination de l�hématocrite est faite à l�aide d�une plaque de lecture manuelle correspondante

(Adams Micro-Hematocrite reader, New York, USA). Après prélèvement, la plaie est nettoyée à la

bétadine® (Laboratoire ASTA Médica, Mérignac, France) et l�hémostase est effectuée avec du

coalgan® (Les Laboratoires Brothier S.A., Nanterre, France).

4.2.3.3. Test Open Field

A des temps précis fixés à partir du troisième jour post-infection (J3), J8, J15, J22, J29, J36 et J42

les animaux passent un test d�Open Field d�une durée de 10 minutes. 

Ce test permet d�évaluer le comportement moteur et les capacités psychomotrices de l�animal. Le

rat est placé au centre d�un carré blanc de 1m sur 1m faiblement éclairé (prés de 150 lux), afin de

mettre l�animal dans des conditions les moins anxiogènes possibles. Le début du test prend effet

lorsque l�animal est en contact avec la zone centrale de l�Open Field. Le rat est filmé, et ses

déplacements sont enregistrés sous forme de coordonnées géométriques sur un ordinateur équipé du

logiciel d�analyse d�images adéquat (précision en distance de l�ordre de 1 cm et de 0,1s en temps).

Le traitement des données a fait appel à la mise au point d�un outil informatique développé au sein

de l�Unité par le Dc Queyroy (CRSSA, La Tronche).
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La moitié des animaux passe le test d�Open Field durant leur phase d�activité, l�autre moitié durant

leur phase de repos. Afin que dans chaque série les animaux subissent le test dans un laps de temps

court (afin d�éviter un trop grand décalage de temps entre le premier animal à tester et le dernier),

un groupe de 12 rats (6 en phase d�activité, 6 en phase de repos) est testé chaque jour, composé

d�un tiers d�animaux contrôles et deux tiers d�animaux infectés. 

L�Open Field est formalisé pour le traitement des données : la surface complète d�exploration est

divisée en 3 zones : centrale, périphérique et intermédiaire. La zone centrale mesure 20 x 20 cm. La

zone périphérique comprend une bande circulaire de 10 cm de largeur à proximité des bords

incluant les quatres coins (10 x 10 cm) et les plaques délimitant les bords.

Les variables prises en compte sont : la distance totale parcourue (en m), la latence de délétion de la

zone centrale définie comme le temps (en s) mis par le rat pour quitter la zone centrale, et le temps

d�occupation des différentes zones (s) et le temps d�occupation des coins (s).

4.2.4. Analyse Histologique

Pour complèter cette étude purement clinique et objectiver la présence du parasite dans le systeme

nerveux central (SNC), nous avons mené une investigation histologique complémentaire.

Six rats Sprague-Dawley de 200 à 250g ont été infectés comme décrit précedemment (injection IP

de de 200 µl d�un cryostabilat de la souche AnTat 1.1E contenant environ 2000 trypanosomes). La

moitié des rats ont été sacrifiés 13 jours post-infection, l�autre moitié 15 jours post-infection. 
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La parasitémie a été mesurée quotidiennement par prélèvement d�une goutte de sang au niveau de la

queue et le comptage a été réalisé au microscope optique.

Une perfusion intracardiaque avec une solution à 4% de paraformaldéhyde a été effectuée sous

anesthésie à l�éther. Les encéphales prélevés, ont été placés dans la même solution pendant 48

heures et fixés dans la paraffine. Des sections de 3 à 5 µm d�épaisseur ont été coupées au microtome

(Reichert-Jung, Biocut) et colorées avec hématoxyline et éosine.
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4.3. RESULTATS

Les rats infectés sont morts en moyenne 15,3 ± 12,4 jours après infection ; la mort est survenue du

10ième au 46ième jour post-infection. Aucun des animaux contrôles n�est mort pendant l�expérience.

La durée de vie des rats infectés présente une distribution gaussienne (fig. 1). 
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Figure I- 1: Graphe de survie cumulée de Kaplan-meier après invection à T. b. brucei AnTat 1.1E (n

= 24 rats infectés).

4.3.1. Poids et prise alimentaire

La prise alimentaire journalière mesurée est de 30,84 ± 2,22 g pour les rats contrôles et de 29,98 ±

6,11 g jusqu�à 11 jours post-infection (J11) pour les rats infectés. Après J11, la valeur de prise

alimentaire pour les rats infectés diminue significativement (p<0,05) (fig. 3). Pour tous les rats

infectés, la diminution de prise alimentaire est suivie d�une  perte de poids.

Chez les rats contrôles, le poids augmente régulièrement tout au long de l�expérience (fig. 2a) avec

un gain moyen journalier de 4,06 ± 1,23 g. La valeur de prise pondérale des rats infectés suit une
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évolution similaire à celle de la population contrôle durant les premiers jours post-infection.

Cependant, la courbe de poids commence à stagner, par la suite elle diminue (fig. 2b), conduisant à

une différence significative entre les deux groupes à J14 (p<0,034, fig. 2a). 
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Figure I- 2a : Prise pondérale journalière des rats contrôles (n = 12) et infectés (n = 24). Le gain de

poids est calculé par rapport à la valeur mesurée avant infection (J0). Chaque point représente la

moyenne ± écart type. * Significativité valeur du groupe infecté vs valeur respective contrôle

(ANOVA, p < 0,05). 

Figure I- 2b : Prise pondérale journalière de 3 rats infectés avec diminution mesurée à des temps

différents post-infection. 1. Exemple de profil d�évolution le plus couramment rencontré (marques

grises), 2. Evolution rapide, un seul jour de diminution pondérale mesuré avant décès (marques

blanches), 3. Profil d�évolution lent de perte de poids avec cependant un point de rupture marqué
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(marques noires). Le gain de poids est calculé par rapport à la valeur mesurée à J0. Chaque point

représente la moyenne ± écart type. 

Seize des vingt-quatre rats infectés ont montré une courbe de prise pondérale caractéristique, avec

une chute brutale et importante de poids (fig. 2b) se situant en moyenne à J13,6 ± 4,7 post-infection.

Cette perte de poids journalière a été constante jusqu�à la mort de l�animal, survenant en moyenne

8,7 ± 4,3 jours après la mesure du déficit. Trois des huit rats restants sont morts rapidement après la

perte de poids. Pour les cinq autres rats, la perte de poids a présenté une courbe moins particulière,

avec notamment des paliers irréguliers de reprise suivis de perte pondérale.
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Figure I- 3 : . Prise alimentaire (g) des rats contrôles et infectés. Chaque point représente la

moyenne ± écart type. * Significativité valeur du groupe infecté vs. valeur respective contrôle

(ANOVA, p < 0,05). 

4.3.2. La mesure de l�hématocrite 

L�hématocrite des rats contrôles ne présente pas de variations au cours de l�expérience, avec une

valeur moyenne de 50,31 ± 0,81 %. A J4, première mesure post-infection, la valeur d�hématocrite

des rats infectés ne diffère pas de celle obtenue pour les rats contrôles (49,68 ± 2,03 pour les rats

contrôles, vs. 49,29 ± 3,37 % pour les rats infectés). Une forte diminution de l�hématocrite des rats

infectés est constatée à la seconde mesure, à J9 (51,05 ± 2.27 % vs. 40,39 ± 5,04 % ; ANOVA,

p<0,05) (fig. 4). En raison de la variabilité de survie des rats, l�effectif des rats infectés est

progressivement réduit, limitant la prise en compte de la valeur d�hématocrite post-infection
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mesurée aux passations suivantes. Les mesures d�hématocrite présentant un nombre suffisant

d�animaux, jusqu�à la cinquième mesure post-infection (J19) ne diffèrent pas de la valeur mesurée à

J9. Lorsque les mesures d�hématocrite sont considérées en fonction du jour de la mort (M0), 1 jour

(M-1) 2 (M-2) ou 3 jours (M-3) ante-mortem, une déflection significative de valeur d�hématocrite est

constatée juste avant la mort avec une diminution de �24,86 ± 8,04 % à M0 et M-1 vs. �15,67 ±

7,41 % à M-2 ou M-3 comparé à J4 (ANOVA ; p<0,05). 
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Figure I- 4 : Pourcentage d�hématocrite des rats contrôles (barres blanches) et infectés (barres

noires) à la première (4 jours post infection, J4), deuxième (J9), et troisième mesure (J12) post-

infection. Chaque point représente la moyenne ± écart type. *Différences significatives entre

groupes (ANOVA ; p < 0,05). 

4.3.3. Les mesures d�Open Field

Les paramètres d�Open Field mesurés en phase d�activité et en phase de repos ne présentent pas de

différence intra-groupe (test t de Student). Les résultats en phase d�activité et de repos ont donc été

cumulés pour la population infectée et celle contrôle.

Un effet traitement (contrôles [n = 6] vs. infectés [n = 14]) et un effet temps ont été observés pour la

distance totale parcourue par l�animal (fig. 5) : 57,01 ± 7,12 m vs. 50,68 ± 14,81 m, 48,67 ± 8,03 m

vs. 38,24 ± 13,25 m, 42,33 ± 7,04 m vs. 28,36 ± 10,51 m pour les rats contrôles et infectés à J3, J8 et

J15, respectivement (F = 5,26, p = 0,03 pour l�effet traitement, et F = 18,46, p<0,001 pour l�effet

temps). La différence entre les deux groupes n�est cependant significative qu�à J15 (p<0,05, fig. 5). 
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Pour la variable �temps d�occupation des coins� considérée à J3, J8 et J15, un effet temps (95 % CI,

d.f. 2, F = 3.26, p = 0,05) a été observé sans effet traitement (F = 0,1, p = 0,75) ou d�interaction (F =

1,22, p = 0,31). Lorsque cette précédente variable ne prend en compte que des rats présentant un

temps de survie plus important (n = 6 pour les rats contrôles et n = 8 pour les infectés), une

interaction significative entre le traitement et le temps est observée à J3, J8, J15 et J22 (p<0,05).

La latence de délétion de la zone centrale (temps mis par le rat pour quitter le centre de l�Open Field

au commencement du test) ne présente pas de différence avec le temps pour la population contrôle

(1,83 ± 0,98 vs. 1,51 ± 0,55 sec, à J3 et J15, respectivement, n = 6). Ce paramètre augmente

cependant durant les derniers jours de la maladie chez les rats infectés (2,38 ± 1,30 vs. 3,75 ± 1,04

sec à J3 et J15, respectivement, n = 14) conduisant à une différence significative entre les deux

groupes (F = 15.09, p = 0.002). Cette augmentation est exacerbée à J22 (F = 14,71, p = 0,004, n = 6

pour les rats contrôles, n = 8 pour les rats infectés).
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Figure I- 5 : Distance totale parcourue (en cm) des rats contrôles (barres blanches) et infectés

(barres noires) pendant les 10 min de session Open Field, pour le premier test d�Open Field (3 jours

post infection, J3), le deuxième (J8) et le troisième test (J15). Chaque point représente la moyenne ±

écart type. * Différences significatives entre groupes (ANOVA, p< 0,05). 
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4.3.4. Etude histologique 

4.3.4.1. Parasitémie 

Les trypanosomes ont été observés dans le sang, au cinquième jour post-infection (fig. 6). 
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Figure I- 6 : Parasitémie journalière par comptage du nombre de parasites par µl de sang. Chaque

point représente la moyenne ± écart type.

4.3.4.2. Histologie 

De nombreux trypanosomes ont été détectés dans les plexus choroïdes (fig. 7) pour les six rats

sacrifiés. Des cellules mononucléaires inflammatoires ont été clairement observées dans les plexus

choroïdes mais pas dans le parenchyme (fig.7)
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Figure I- 7 : Ventricule latéral d�un rat infecté, 13 jours post-infection (a, barre = 500µm et b = 100

µm). Présence de parasite [   ] et de cellules inflammatoires (flèches) dans les espaces interticiels

des plexus choroïdes d�un même ventricule (c, barre = 25 µm et d = 50 µm). Coloration hématéine-

éosine.
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4.4. DISCUSSION

Cette etude presente un modele experimental chronique de trypanosomose humaine africaine. A

notre connaissance, il s�agit de la premiere etude decrivant les perturbations physiologiques en

continue de l�infection jusqu�a la mort de l�animal.

Différents modèles animaux de l�infection à trypanosomose ont été proposés visant à étudier

l�efficacité d�une thérapeutique. Les produits actifs pendant la phase méningo-encéphalitique sont

hautement toxiques, ceux dévolus à la phase lymphatico-sanguine présentent moins d�effets

secondaires nocifs probablement parce qu�ils ne franchissent pas la barrière hémato-encéphalique.

C�est pourquoi il est important de disposer d�un modèle qui facilite la connaissance de l�évolution

de la maladie, permettant ainsi de différencier la première de la seconde phase de la THA. Le critère

de différenciation des stades de la maladie repose sur la neuropathologie qui ne peut être envisagé

que dans le cadre d�un étude histologique post-mortem. De plus la caractérisation individuelle de

l�atteinte expérimentale est délicate, le point d�entrée en phase méningo-encéphalitique reste

problématique dans la mesure où un diagnostic biologique de certitude ante-mortem n�est pas

disponible. La prise en compte des différences  intra et interindividuelles ne peuvent être négligées.

Les modèles expérimentaux développés dans le but d�étudier l�action thérapeutique de différents

produits se sont heurtés à de nombreux obstacles. La difficulté à distinguer les différents stades de

la maladie, l�effet restrictif thérapeutique d�un produit à une phase déterminée de la maladie sont

autant de limitation au développement expérimental d�un modèle. En outre, ces modèles se heurtent

à la détermination de l�entrée en phase méningo-encéphalitique par des critères autre que l�analyse

histologique.

Les rongeurs de laboratoire restent le modèle de prédilection parce qu�ils développent généralement

une infection qui révèle de fortes similarités avec l�atteinte histopathologique chez l�homme. Ils

présentent également l�avantage d�être aisément manipulables. Chez le rat et la souris, les souches

T. b. brucei, T. b. gambiense et T. b. rhodesiense sont utilisés pour produire une infection avec une

évolution subaiguë ou chronique de la maladie (Beckers et coll., 1981 ; Van Marck et coll., 1981a).

Pour exemple, ce type de modèles a été développé pour étudier de nouvelles thérapies pouvant être

efficaces sur l�atteinte neurologique de la THA (Jennings et coll., 1977). Plus récemment,  les

modèles animaux d�infection chronique (Jennings, 1988b) ont servi à l�étude de l�efficacité in vivo,

en phase méningo-encéphalitique de la maladie, de produits reconnus pour présenter in vitro une

activité trypanocide.
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Pour notre étude, nous avons utilisé T. b. brucei AnTat 1.1E, dérivé de EATRO 1125 non

pathogène pour l�homme. Le choix de la souche AnTat 1.1 E repose sur sa faculté à développer une

infection chronique chez la souris accompagnée des caractéristiques histologiques propres à la

phase méningo-encéphalitique. Ce clone pléiomorphique facilite un développement des signes

neuro-histopathologiques plus tardifs, ainsi un décours temporel plus lent de 30 jours en moyenne,

avec des désordres du SNC évalués en moyenne à 21 jours chez le modèle souris (Bouteille, 1988 ;

1990 ; Keita et coll., 1997). Ce clone induit également chez le rat des anomalies neuropathologiques

(infiltrations péri-vasculaires de cellules mononuclées, réactions gliales) évaluées par des études

histologiques et électro-microscopiques (Mulenga, 2001 ; Quan et coll., 1999 et 2000).

La perte de poids accrue mesurée à la fin de la deuxième semaine d�infection en relation avec une

diminution forte de la consommation alimentaire, les perturbations de l�hématocrite et le

changement comportemental au test d�Open Field sont autant d�arguments renforçant la qualité du

modèle et la cinétique d�apparition des désordres pathologiques.

 Une diminution de poids a été mesurée pour la plupart des rats infectés quelques jours avant la

mort, en moyenne quatorze jours post-infection. Ce déficit pondéral a été systématiquement précédé

d�une diminution de prise alimentaire, quelque soit le décours temporel et le temps de survie de

l�animal. Ce désordre de prise alimentaire est apparu significatif en moyenne 12 jours post-

infection. La diminution de prise alimentaire peut être avancée pour expliquer cette perte de poids.

La conservation de la relation entre prise pondérale et prise alimentaire sous-entend le fait que la

phase terminale de la maladie ne se traduit pas par un phénomène d�hypercatabolisme.

La diminution de poids est largement rapportée dans la littérature chez les animaux domestiques

infectés avec une souche de trypanosome autre que T. b. brucei. Une perte de poids a été observée

chez le lapin après infection avec T. b. brucei (Toth et coll., 1994), chez le rat avec la souche AnTat

1.1 E (Kristensson et coll., 1998) et chez le rat infecté par T. b. gambiense (Nishimura, 2001). Le

décours temporel d�apparition de la chute pondérale n�a cependant pas été étudié.

Une anémie se développe au tout début de l�infection comme le témoignent les données de

l�hématocrite. Dans notre modèle, nous observons une diminution significative et systématique de

la valeur mesurée à l�hématocrite très précocement après infection. Cette diminution est plus

tardivement suivie d�une chute brutale quelques jours avant la mort chez la plupart des rats infectés.

Cette manifestation a été précédemment décrite chez le rat infecté par T. b. brucei (Igbokwe, 1998)

et par T. b. gambiense (Nishimura, 2001), mais à notre connaissance le décours temporel de ce

phénomène n�a jamais été décrit chez l�animal.
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Les modifications physiologiques observées s�accompagnent d�altérations neurologiques comme le

montrent les paramètres déviants du test d�Open Field. La latence de délétion de la zone centrale et

le temps d�occupation des coins pour les rats infectés augmentent significativement en début de

troisième semaine post-infection. La distance totale parcourue diminue à partir de la troisième

passation de test (J15 post-infection) et pour les passations suivantes. Les rats infectés perdent leur

comportement d�exploration de l�environnement  et restent prostrés dans un coin de l�Open Field.

Les animaux adoptent un comportement de désintéressement du milieu environnant accompagné

d�une attitude d�immobilisme. Ce ralentissement du comportement locomoteur et de la rapidité de

réaction à un environnement étranger semblent valider l�atteinte neurologique des animaux.

L�analyse histologique a confirmé la présence de parasites dans les espaces intersticiels des plexus

choroïdes ainsi qu�une réaction inflammatoire objectivée par l�observation de cellules

inflammatoires mononucléaires, au treizième jour post-infection.

De nombreuses études ont mis en évidence les effets délétères de l�infection parasitaire sur les

phénomènes de cognition. Les infections à Schistosoma mansoni et à Toxocara canis diminuent les

performances des rats à des tâches de discrimination diverses, notamment au test de labyrinthe

(Dolinsky et coll., 1981 ; Olsen et Rose, 1966). Une diminution du comportement exploratoire et de

l�activité locomotrice  mesurée à l�Open Field a été observée chez la souris infectée par S. mansoni

(Fiore et coll., 1997). A notre connaissance, notre étude est la première mettant en exergue la

diminution de l�activité locomotrice et exploratoire ainsi que le comportement de prostration d�un

modèle animal à T. brucei. Trypanosoma cruzi responsable Maladie de Chagas a fait l�objet de

travaux plus fournis : une récente étude a montré une altération du fonctionnement cérébral,

notamment des déficits mnésiques aux tests SAB (spontaneous alternation behavior) (Arankowsky-

Sandoval et coll., 2001).

Les données Open Field constituent un argument fort de caractérisation de perturbations centrales

caractéristiques de la phase méningo-encéphalitique. Le point essentiel de ces résultats réside dans

le fait que les comportements déviants apparaissent dans le courant de la deuxième semaine

d�infection, en concomitance avec la perte de poids consécutive de la diminution de prise

alimentaire et les anomalies histologiques observées dans les plexus choroïdes.

Les désordres mesurés à l�Open Field ainsi que la diminution de poids et de prise alimentaire

peuvent être avancés comme des altérations fonctionnelles induites par l�envahissement du SNC par

le trypanosome et ainsi constituer un index robuste de passage à la phase méningo-encéphalitique
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de la THA expérimentale. La diminution de la prise pondérale et alimentaire observée pourrait en

particulier constituer un paramètre robuste de diagnostic de l�entrée en phase méningo-

encéphalitique, à la lumière des mécanismes neuronaux sous-jacents impliqués dans la prise

alimentaire. Cette hypothèse sera évaluée au Chapitre II par l�application d�une thérapeutique

efficace en phase neurologique de la THA.

mailto:A_DARSAUD@yahoo.com
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Animal models of Human African Trypanosomiasis (HAT) have been developed to understand the

pathogenic mechanisms leading to the passage into the neurological phase, most of them referring

to histological aspects but not clinical or behavioral data. Our study aimed at defining simple

clinical and/or behavioral markers of the passage between the hemolymphatic phase and the

meningo-encephalitic stage of the disease. Sprague-Dawley rats (n=24) were infected with

Trypanosoma brucei brucei AnTat 1.1E. Food intake and body weight were measured daily from

the day of infection until death. Hematocrit was measured twice a week. Behavioral disturbances

were evaluated through an Open-field test. A sudden weight loss occurred on the twelfth day after

infection, due to a significant drop of food intake starting two days before. The rats developed an

anemic state shown by the hematocrit measurements. The Open-field test showed them to be less

active and reactive as soon as the second week after infestation. A complementary histological

study observed trypanosomes and inflammatory cells in the choroid plexus at the same period.

These results are in favor of central nervous system functional disturbances. The observed weight

loss is discussed as being a parameter of the entry in the meningo-encephalitic phase. The rat model

reproduces neurological symptoms observed in the human disease and may prove to be useful for

further neurohistological and therapeutic studies.

PMID: 14681551 [PubMed - indexed for MEDLINE] 



91

CHAPITRE II

5. CHAPITRE II : Validation du modèle par la

thérapeutique

5.1. PROBLEMATIQUE

Dès l�inoculation du trypanosomose, se développe une parasitémie avec envahissement de

l�organisme. Il s�agit de la phase lymphatico-sanguine. Un tropisme marqué pour le système

nerveux central dans ses structures mésodiencéphaliques prend forme. Progressivement ou

brutalement selon la souche pathogène, s�installe une deuxième phase caractérisée par

l�augmentation de perméabilité de la barrière hémato-encéphalitique (BHE) et son effraction avec

invasion du parenchyme cérébral et réaction microgliale caractéristique. Le tissu nerveux, et tout

particulièrement la myéline, entre en contact avec la circulation générale et les cellules

immunologiquement compétentes. Ce dernier stade ou phase de polarisation nerveuse évolue en une

encéphalopathie démyélinisante.

La thérapeutique de la phase lymphatico-sanguine n�a pas évolué depuis 50 ans : pentamidine pour

T. b. gambiense, suramine pour T. b. rhodesiense. Ces médicaments sont assez bien tolérés et d�une

bonne efficacité mais ne peuvent franchir la BHE et ainsi atteindre le trypanosome dans sa

localisation nerveuse. Leur emploi est dangereux car il laisse courir le risque de l�évolution de la

THA vers le stade neurologique.

La thérapeutique de la phase méningo-encéphalitique repose sur l�emploi de composés arsenicaux

trivalents et pentavalents  dont le seul utilisé à l�heure actuelle est le mélarsoprol. Depuis son

introduction en 1947, le mélarsoprol reste le produit de référence pour le traitement de la phase

méningo-encéphalitique. Très toxique, il conduit dans 5 à 10% des patients traités à une

encéphalopathie arsenicale toxique, le plus souvent mortelle.

L�urgence d�un traitement adapté et efficace s�impose. Développer un produit actif, facile d�emploi,

peu onéreux et non toxique reste une priorité. Les dérivés nitroimadazolés semblent prometteurs, en

particulier le mégazol comme le montre un ensemble de travaux expérimentaux menés in vitro

(Marie-Daragon, 1994) et in vivo chez le rongeur (Enanga et coll., 1998) et le singe (Enanga et coll.,

2000). 
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Chez la souris infectée par Trypanosoma brucei brucei AnTat 1.9 (infection aigüe avec mort de

l�animal en 3 à 4 jours), le mégazol à partir d�une dose unique de 20mg/kg administrée par voie IP

ou per os permet des taux de guérison très élevés atteignant  100 % pour des infections de 12 et 24

heures lorsqu�il est administré par voie IP et pour des infections de 36 heures lorsqu�il est

administré per os. Le mégazol seul n�est cependant efficace que pour des infections aiguës, son

utilisation à différentes doses n�a pas d�effet curatif pour des infections chroniques avec atteinte du

SNC.

Chez la souris infectée par Trypanosoma brucei brucei AnTat 1.1 E (infection chronique avec mort

de l�animal en 1 mois environ), les trypanosomes commencent à envahir le système nerveux de

l�animal à partir du 21ième jour après inoculation. Lorsque ces souris sont traitées par voie IP avec

une dose unique de 20mg/kg de suramine, il se produit une élimination transitoire des parasites du

sang périphérique suivie de leur réapparition entre 11 et 43 jours plus tard. Jusqu�à J100, 2 à 4

rechutes surviennent suivies d�autant de traitements à la suramine. L�examen histologique du

cerveau montre la présence de lésions inflammatoires croissantes, évoluant vers une méningo-

encéphalite (Keita et coll., 1997).

La suramine seule n�est efficace qu�au premier stade lymphatico-sanguin, son inefficacité en phase

terminale s�explique par son incapacité à traverser la BHE, à éliminer le parasite dans le SNC, lieu

de présence de trypanosomes en phase nerveuse.

Une injection de suramine (20 mg/kg IP) suivie de l�administration IP ou per os du mégazol

(80mg/kg) pendant 3 jours consécutifs permet de guérir des infections chroniques. Les parasites

disparaissent définitivement et les souris ne rechutent pas après une période de suivi de plus de 4

mois (Bouteille et coll., 1995). Seule la combinaison suramine (20mg/kg) et mégazol (80mg/kg)

présente un effet thérapeutique avéré chez la souris, avec disparition de la pasasitémie et des lésions

du SNC (Enanga et coll., 1997).

Le but de notre seconde étude est de valider le modèle expérimental que nous avons développé au

Chapitre I par l�utilisation de cette combinaison suramine-mégazol. La validité sera fondée sur la

description clinique de certains paramètres prédéfinis, à savoir le poids et la prise alimentaire qui se

sont révélés être des indices prometteurs prédictifs de la phase neurologique. Un retour à la normale

des critères prédéfinis, sous traitement combiné suramine-mégazol, pourrait conforter la disparition

des lésions neurologiques et ainsi objectiver ces critères pour le diagnostic non-invasif de la phase

méningo-encéphalitique.
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5.2. METHODES

Cette etude a beneficie de l�accord du comite consultatif pour l�utilisation d�animaux en recherche

experimentale du crssa (la tronche).

5.2.1. Animaux 

L�étude a porté sur des rats Sprague-Dawley (IFFA-CREDO, Lyon, France) d�un poids initial de

200 à 230 g. Deux sessions expérimentales ont été menées, chaque session comprenant 30 animaux

: 6 rats contrôles, 6 rats infectés non traités et les 18 infectés traités.

Dès leur arrivée, les rats sont hébergés dans des chambres climatiques, à raison de 2 par cage avec

nourriture et boisson ad libitum. Ils sont maintenus en température ambiante stable (22°C) et

photopériode de type 12h/12h (période diurne de 2h00 à 14h00 avec décalage de phase imposé afin

de respecter les conditions de la première expérimentation clinique).

5.2.2. Infection

Après 2 semaines d�habituation aux conditions de laboratoire et au décalage de phase imposé, les

rats sont infectés par une injection IP d�un cryostabilat de la souche T. b. brucei AnTat 1.1E

contenant environ 2000 trypanosomes.

Les animaux sont alors stabulés individuellement, dans des enceintes protégées (climatisées et

insonorisées) dans les mêmes conditions environnementales que précédemment.

La parasitémie est vérifiée au dixième jour post-infection. Une goutte de sang, prélevée au niveau

de la queue de l�animal sous anesthésie à l�halothane (4%) est observée au microscope entre lame et

lamelle. Plusieurs champs microscopiques  parcourus objectivent la présence ou l�absence de

trypanosomes.

5.2.3. Mesures 

5.2.3.1. Poids et prise alimentaire

Les animaux sont pesés quotidiennement à l�aide d�une balance de précision appropriée (Mettler

PM3000). La quantité de nourriture consommée est  mesurée.
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5.2.3.2. Hématocrite

Deux fois par semaine, à heure régulière, l�hématocrite est mesurée et la présence de trypanosomes

objectivée pour chaque animal. 

Une goutte de sang est prélevée au niveau de la partie terminale de la queue sous anesthésie à

l�halothane (4%), selon la procédure décrite au chapitre II. Les rats sont placés dans une cage

d�anesthésie à l�halothane appropriée aidant à l�anesthésie de l�animal sans que celui-ci ne présente

d�effets de contrainte. Pendant le prélèvement, les animaux sont sous ventilation spontanée en

halothane à la même concentration. Après prélèvement, la plaie est nettoyée à la bétadine®

(Laboratoire ASTA Médica, Mérignac, France) et l�hémostase est effectuée avec du coalgan® (Les

Laboratoires Brothier S.A., Nanterre, France).

Le prélèvement de sang (50 µl) est recueilli dans des tubes à hématocrite spécifiques (Haematokrit

Kapillaren, Hirschmann Laborgerate) et centrifugé 5 minutes, à 12000 tours/minutes. La

détermination de l�hématocrite est faite à l�aide d�une plaque de lecture manuelle correspondante

(Adams Micro-Hematocrite reader, New York, USA).

5.2.4. Traitement

Dès l�apparition d�une perte de poids de plus de 5g et d�une diminution de la quantité de nourriture

ingérée sur deux jours consécutifs, les rats reçoivent le traitement. Afin d�avoir une randomisation

aléatoire des 3 groupes, le traitement se fait en alternance. Le traitement consiste en une injection IP

de suramine (20mg/kg), ou une injection de suramine (20mg/kg, IP) suivie de l�administration per

os du mégazol (80mg/kg) pendant 3 jours consécutifs, ou de l�administration de mégazol seul

(80mg /kg x 3 jours, per os).

La suramine (Moranyl®, Specia, France) a été injectée en solution aqueuse contenant 0,9 % de

NaCl. Le mégazol ou 2-amino-5-[1-méthyl-5-nitro-2-imidazolyl]-1-3-4 thiadiazole synthétisé par

G. Chauvière (UMR-CNRS 5068, Université Paul Sabatier, Toulouse) présente la caractéristique

d�être insoluble dans l�eau et soluble dans le dimethylsulfoxide (DMSO). Ce composé a été

administré dans de la carboxymethylcellulose (Merck)  à 0,5 % en suspension aqueuse.

5.3. RESULTATS
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5.3.1. Temps de survie
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Figure II- 1: Graphe de survie cumulée de Kaplan-Meier pour les rats contrôles (C) et les rats

infectés non-traités (I, n = 12 rats), traités avec la suramine (S, n = 12), le mégazol (M, n = 12) ou la

combinaison des deux produits (S + M, n = 12). 

Les rats infectés non-traités (I) sont morts en moyenne, 15 ± 4 jours après infection avec une durée

de vie maximale estimée à 27 jours post-infection (J27). La durée moyenne de vie des rats traités à la

suramine, groupe (S) et des rats traités au mégazol, groupe (M) a été respectivement de 40 ± 4 et 41

± 5 jours post-infection (fig. 1 et tableau 1). Deux des 12 rats de l�effectif du groupe (S+M) sont

morts pendant l�expérience, un rat du groupe (M) a survécu. 

Les animaux survivants ont été sacrifiés plus de 200 jours après la fin de l�administration du

traitement. A cette date, aucun parasite n�a été mis en évidence dans le sang et les rats ont été

considérés comme guéris. 
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5.3.2. Prise de poids 

Les rats ne présentent pas de différence significative de poids le jour de l�infection (tableau 1).

Les rats infectés ont présenté une diminution importante de poids du huitième jour au treizième jour

post-infection (entre J8 et J13). Aucune différence de poids au sein des groupes n�a été notée le

premier jour d�application du traitement (tableau 1) malgré une administration thérapeutique

pratiquée à des jours différents après infection (en fonction de l�apparition d�un déficit pondéral).

Les rats infectés non-traités (I) ont présenté un déficit pondéral en moyenne 11 ± 2,7 jours après

infection (fig. 2a). La différence de poids avec la population contrôle a été significative au

douzième jour post-infection (J12, ANOVA, p < 0,05), 4,3 ± 1,9 jours ante-mortem.

Une reprise de poids a été observée chez tous les rats traités (fig. 2a), avec un laps de temps

différent en fonction du traitement administré (fig. 3a).

Un second épisode de perte de poids est apparu 15 jours après traitement pour les rats ayant reçu

une injection de suramine (groupe (S), fig. 2b). Ce déficit a également été observé 23 jours après

traitement (table 1) pour 11 des 12 rats du groupe (M) morts durant l�expérience. Deux des 12 rats

du groupe (S+ M) ont montré une telle perte de poids 19 et 21 jours post-traitement. 
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Figure II- 2 : A) Prise pondérale journalière des rats contrôles (C), des rats infectés non-traités (I) et

traités avec la suramine (S), le mégazol (M) ou la combinaison des deux (S + M). Cette différence

est calculée avec comme référentiel la valeur pré-infection respective de chaque groupe.

B) Gain de poids journalier des rats infectés non-traités (I) et des rats traités avec la suramine (S), le

mégazol (M) ou la combinaison des deux (S+M). Cette différence est calculée avec comme

référentiel la valeur journalière des rats contrôles.

5.3.3. Prise alimentaire 

La consommation alimentaire moyenne journalière des rats contrôles (C) a été estimée à 34,5 ± 1,9

g. Les rats infectés ont présenté une consommation journalière similaire jusqu�au dixième jour post-

infection (J10). Cette valeur a significativement diminué au onzième jour post-infection (J11)

jusqu�en fin de vie (ANOVA, p<0,05). Chez tous les rats infectés, la diminution de prise

alimentaire a précédé la perte de poids d�un jour en moyenne.
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gure II- 3 : A) Evolution du poids au cours du traitement (T0) et les jours suivant l�administration

de suramine (S), de mégazol (M) ou de la combinaison des deux (S + M).

B) Prise alimentaire journalière pendant et après traitement à la suramine (S), au mégazol (M) ou à

la combinaison des deux (S + M). Cette différence est calculée avec comme référentiel la valeur de

prise alimentaire consommée pour chaque groupe avant traitement.

Groupe suramine (S, n = 12), groupe mégazol (M, n = 11) et groupe suramine + mégazol (S = M, n

=10). Chaque point représente la moyenne ± écart type.

Les rats traités à la suramine (S), au mégazol (M) et à la combinaison thérapeutique (S + M) ont

montré une prise alimentaire journalière similaire jusqu�au jour d�administration du traitement.

Un retour à la valeur de normalité est observé pour les trois groupes traités. La consommation

alimentaire journalière a ainsi montré une valeur comparable à la valeur contrôle au quatrième jour
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post-traitement (fig. 3b). Cependant, en raison de la différence de modalité et de durée de traitement

sous mégazol, le profil d�évolution de la prise alimentaire des groupes (M) et (S + M) a été retardé

en comparaison avec celui du groupe (S) (fig. 3b). 

Le premier jour d�administration per os de mégazol, aucune différence de consommation

alimentaire n�est constatée entre les groupes (M) et  (S + M) (20,3 ±  10,3 g vs 20,6 ± 16,2 g;

ANOVA, p = 0,84). Cependant, après les trois jours consécutifs de gavage, la diminution de prise

alimentaire a été significativement plus importante pour le groupe (M) que pour le groupe (S + M).

Le déficit de consommation alimentaire mesurée a été respectivement de �24,8 ± 1,7 vs �9,3 ± 5,2 g

après la première administration per os de mégazol (ANOVA, p<0,05), -12,4 ± 3,9 vs �7,5 ± 3,8 g

après la deuxième (ANOVA, p<0,05), et �11,6 ± 3,9 vs �7,7 ± 2,2 g après la troisième (ANOVA,

p<0,05) (fig. 3b).

La consommation alimentaire journalière a présenté une seconde diminution significative

(ANOVA, p < 0,05), 13 ± 4,2 jours après traitement en moyenne pour les rats du groupe (S), 20 ±

9,4 jours post-traitement pour 11 des 12 rats du groupe (M) et 17 et 20 jours après traitement pour 2

des 12 rats du groupe (S + M). Cette deuxième diminution de prise alimentaire a précédé le second

déficit de poids enregistré. 

5.3.4. Hématocrite 

Le pourcentage d�hématocrite des rats contrôles, stable tout au long de l�expérience a été mesuré à

50,8 ± 1,7 % (fig. 4). Les rats du groupe infecté non traités présentent une diminution de la valeur

d�hématocrite dès la deuxième observation (neuvième jour post-infection, J9 ; 44,9 ± 2,6 %) qui se

poursuit jusqu�à la dernière (seizième jour post-infection, J16 ; 38,5 ± 3,6 %).

Le pourcentage d�hématocrite des rats des groupes (S) et (M) est significativement diminué au

neuvième jour post-infection (J9 ; ANOVA, p<0,05). Il connaît une reprise transitoire à J15, pour

atteindre à l�observation suivante (J18) une valeur proche de la valeur contrôle (fig. 4). Après une

rechute mesurée à J22, la valeur d�hématocrite diminue jusqu�à la mort de l�animal (fig. 4).

Le profil d�évolution de l�hématocrite de 10 des 12 rats du groupe (S +M ) est similaire à celui des

groupes (S) et (M)  jusqu�à la seconde observation post-traitement (J18). Ce pourcentage ne présente

alors pas de différence significative avec la valeur contrôle (48,5 ± 4,3 % vs 49,8 ± 5,0 %) jusqu�à
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la dernière observation (fig. 4). Une rechute à la troisième mesure post-traitement (J22) est observée

pour les 2 autres rats de l�effectif du groupe (S + M).
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Figure II- 4 : Pourcentage d�hématocrite mesuré des rats contrôles (C), des rats infectés non-traités

(I) et traités à la suramine (S), au mégazol (M) ou à la combinaison des deux (S + M). Chaque point

représente la moyenne ± écart type. 

5.3.5. Parasitémie

Le trypanosome a été détecté à la première observation de parasitémie (quatrième jour post-

infection, J4) et / ou à la seconde observation (J9) dans les échantillons sanguins prélevés.

Le traitement a systématiquement induit une disparition du trypanosome dans le sang. La

parasitémie est cependant réapparue par la suite pour tous les rats du groupe (S), pour 11 des 12 rats

du groupe (M), respectivement 13 ± 7,2 et 15 ± 6,9 jours après traitement. 

Deux des 12 rats de l�effectif du groupe (S + M) présentent une nouvelle parasitémie 21 jours après

traitement et meurent 6 et 13 jours après cette réapparition de trypanosomes dans le sang.
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Tableau II- 1: Description des caractéristiques cliniques des rats infectés non traités (I) et traités

avec la suramine (S) ou le mégazol (M), ou la combinaison des deux drogues (S + M). Valeurs

moyennes ± écart type.
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5.4. DISCUSSION

Le point essentiel révélé par notre étude est l�efficacité exclusive de la combinaison thérapeutique

de la suramine et mégazol dans le traitement des rats infectés par T. b. brucei lorsque le traitement

est administré après diminution de poids et de prise alimentaire. L�effet thérapeutique est inexistant

avec l�application exclusive de suramine ou de mégazol.

La suramine est couramment  injectée intrapéritonéalement chez la souris, à la dose de 20 mg/kg

(Keita et coll., 1997 ; Enanga et coll., 1998) sans manifestation d�effets d�intolérance. Une seule

administration de mégazol  per os à la dose de 1000 mg/kg ou cinq administrations quotidiennes à

200 mg/kg sont bien tolérées chez la souris (Burden et coll., 1968). La méthode orale de traitement

induit des concentrations plasmatiques en mégazol plus élevées que l�injection IP (Enanga et coll.,

1999). Cette meilleure disponibilité est en accord avec l�efficacité accrue du mégazol administré per

os pendant quatre jours consécutifs à la dose de 80 mg/kg chez la souris, dans un modèle d�atteinte

aiguë d�infection à T. b. brucei (Enanga et coll., 1998).

Notre première étude reposait sur la mise au point d�un modèle expérimental non invasif permettant

un diagnostic aisé de l�entrée en phase neurologique de la THA. Une diminution de poids et de prise

alimentaire a été mise en évidence pour la majorité des rats infectés entre le dixième et le

quatorzième jour post-infection. Ce déficit pondéral, systématiquement précédé d�une diminution

importante de prise alimentaire était accompagné d�altérations du maintien postural et des activités

motrices, ainsi que secondairement d�anormalités comportementales avec en particulier une attitude

de prostration caractéristique. Nous avons alors émis l�hypothèse que les diminutions de poids et de

prise alimentaire étaient consécutives d�un dysfonctionnement du SNC et pourraient représenter un

critère clinique de l�atteinte encéphalique. L�altération de ces paramètres cliniques a déterminé le

moment d�administration thérapeutique spécifique de la phase méningo-encéphalitique. 

Une diminution de poids et de prise alimentaire a été observée chez tous les rats infectés, en accord

avec les résultats de notre première étude. Le traitement a été administré le jour suivant le déficit

pondéral, de manière invididuelle, indépendamment des caractéristiques de l�échantillon.

Le traitement avec un des deux composés, suramine ou mégazol, exerce un effet bénéfique

immédiat avec notamment l�observation d�un état aparasitémique. Une augmentation de poids et de

prise alimentaire, ainsi qu�un accroissement du pourcentage d�hématocrite  sont constatés durant la

semaine qui suit l�administration de la thérapeutique. Cette phase de rémission est cependant de
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courte durée. Une réapparition du trypanosome dans le sang périphérique ainsi qu�une nouvelle

chute de l�hématocrite apparaissent en fin de deuxième semaine post-traitement. 

La combinaison thérapeutique suramine-mégazol s�est montrée fortement efficace dans

l�amendement des troubles physiologiques de notre modèle expérimental. La majoration des

dysfonctionnements a concerné 10 des 12 rats de l�effectif, ces derniers n�ont pas manifesté de

phase de rechute au cours des sept mois d�observation. Ces résultats sont en accord avec ceux

obtenus chez le modèle souris (Enanga et coll., 1998) et plus récemment chez le modèle primate

infecté par T. b. gambiense (Enanga et coll., 2000).

Le mécanisme par lequel les composés suramine et mégazol réagissent conjointement pour éliminer

le parasite du compartiment encéphalique n�est pas clairement identifié. Des hypothèses ont été

avancées dans la compréhension de l�efficacité exclusive de la combinaison thérapeutique.

Spigelman et coll. (1986) a suggéré que la structure de la suramine pourrait perturber les surfaces

cellulaires membranaires et modifier les jonctions serrées de la barrière hémato-encéphalitique,

facilitant ainsi la pénétration des composés nitroimidazoles. Une étude par spectromètrie UV

utilisant des doses croissantes de suramine a montré la formation in vitro d�un complexe entre ces

deux composés par attirance électrostatique mais également par accrochage mécanique (Rameau et

coll., 1996). Ainsi les deux molécules pourraient former in vivo une entité à fort pouvoir

perturbatoire pour les structures cellulaires. Aussi, il semblerait que la suramine et le mégazol

agissent de manière synergique au niveau de la barrière hémato-encéphalitique. De plus, la

suramine présente une action antagoniste sur les purinorécepteurs P-2 localisés sur les cellules

endothéliales et astrocytaires (King et coll., 1996 ; Centemeri et coll., 1997) qui régulent les

échanges sélectifs de substances chimiques entre le tissu cérébral et le sang (Emmick et coll., 1994).

La suramine présente la capacité de modifier le passage de certaines molécules, ce qui pourrait être

le cas du mégazol en favorisant sa concentration encéphalique (Williams and Jarvis, 2000 ; King et

coll., 1996).

Ce phénomène facilitateur pourrait expliquer la raison pour laquelle les paramètres

pharmacocinétiques plasmatiques du mégazol sont significativement modifiés chez la souris

infectée préalablement traitée à la suramine. Une augmentation du volume apparent de distribution

de mégazol ainsi qu�un prolongement de la demi-vie de ce composé ont été décrits chez la souris

infectée par T. b. brucei (Enanga et coll., 1999). Lorsque la suramine est administrée 24 heures

après le mégazol, une diminution prononcée de l�élimination du mégazol est observée (Enanga et

coll., 1997). Ces études pharmacocinétiques suggèrent que la suramine est capable d�accroître

l�activité trypanocide du mégazol. 
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Une dose unique de suramine à 20 mg/kg administrée dès l�apparition de la chute pondérale et

alimentaire induit une disparition transitoire du parasite dans le sang. Le trypanosome réapparait

cependant chez notre modèle 11 à 43 jours après traitement. Jennings et Gray (1983) ont montré

que pendant la période suivant le traitement par la suramine, le parasite persiste dans les plexus

choroïdes malgrè leur absence dans le sang. L�administration de la suramine seule (Jennings et

coll., 1983 ; Raseroka et Ormerod, 1986) ou du mégazol seul (Bouteille et coll., 1995) même à des

doses élevées (80 mg/kg  x 4 jours i.p.) ne traite pas la phase méningo-encéphalitique de la maladie.

Les résultats de notre investigation sont en accord avec ces travaux thérapeutiques antérieurs.

Un autre argument en faveur de cette combinaison suramine-mégazol repose sur l�effet bénéfique

immédiat observé en phase d�administration thérapeutique. La normalisation à court terme de la

valeur de prise alimentaire après traitement combinée des deux produits demande moins de temps

qu�avec l�utilisation seule du mégazol. L�observation est également valable pour la prise de poids,

d�autant plus que le décifit pondéral observé est moins prononcé. Ce résultat suggère le fait que

l�injection préalable de suramine améliore la tolérance physiologique de l�organisme pour le dérivé

nitroimidazolé.

Ces effets bénéfiques de la combinaison thérapeutique pourraient être synergiques ou additifs,

facilitant une réduction possible de la durée du traitement de la THA en phase méningo-

encéphalitique (Bouteille et coll., 1990; Jennings et coll., 1984 ; Jennings, 1990 ; Jennings et coll.,

1996 ; Jennings et coll., 2002). 

Indépendamment du développement d�un modèle expérimental animal d�étude de la phase

neurologique de la THA, notre travail a fait ressortir une caractéristique clinique importante et

jusqu�ici méconnue de l�utilisation combinée de la suramine et du mégazol, la majoration des

désordres pondéral et alimentaire.

Les résultats de notre deuxième étude renforcent l�hypothèse selon laquelle une forte diminution de

poids et de prise alimentaire pourrait constituer un critère de diagnostic du passage du trypanosome

dans le  SNC et de l�entrée en phase neurologique de la THA.
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In human African trypanosomiasis (HAT), the parasites invade the central nervous system

(CNS), leading to the development of meningo-encephalitis and an irreversible

demyelinating process, which kills the patient unless specific treatment is undertaken.

Among the experimental trypanocides, the nitroimidazole derivative megazol alone at

optimal doses does not cure late-stage disease tested in mouse models, however the

combination of suramin and megazol is able to cure infected mice without CNS

involvement. We recently developed an experimental model of HAT with a sharp decrease

in both the food intake and the body weight which may constitute an effective index of the

early meningo-encephalitic phase. Using this model, we tested this hypothesis by the

exclusive effectiveness of a megazol and suramin combination treatment to eliminate CNS

trypanosomes. Sprague-Dawley rats were infected with Trypanosoma brucei brucei AnTat

1.1E. Food intake and body weight were measured daily from the day of infection to death.

Haematocrite was measured twice a week. Treatment consisted of 20 mg suramin per kg

body weight administered intraperitoneally (i.p.) alone, or three daily doses (80 mg/kg) of

megazol given per os, or suramin (20 mg/kg, i.p.) followed 24 h later by three daily doses

(80 mg/kg) of megazol given per os. Treatment was followed by an increase in daily body

weight and food intake similar to those of the control animals, 2 weeks after treatment. The

anaemia developed after infection is also cleared as shown by the haematocrite

measurements. The rats treated with megazol alone died about 29 days after treatment and

those treated with suramin, after about 26 days. Seven months later, no signs of relapse were

seen in 10 of 12 rats treated with the therapeutic combination, indicating that this
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chemotherapy regimen was curative. The results support our previous finding, i.e. the

decrease in body weight may constitute a diagnosis index of the early meningo-encephalitic

phase.

PMID: 14728611 [PubMed - as supplied by publisher] 
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6. CHAPITRE III : Etude des perturbations de l�alternance

veille-sommeil dans notre modèle
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CHAPITRE III

6.1. PROBLEMATIQUE

La phase méningo-encéphalitique de la THA se caractérise par une perturbation de la rythmicité

circadienne du cycle veille sommeil (Greenwood et Wittle, 1980 ; Molyneux et coll., 1984 ; Dumas

et Boa, 1988 ; Buguet et coll., 1989, 1993 et 1994). Les patients présentent une désorganisation de

la distribution temporelle de la veille et du sommeil proportionnelle à la sévérité des signes

cliniques (Buguet et coll., 1999).

Ce rythme circadien de l�alternance veille sommeil constitue une cible privilégiée du trypanosome,

probablement par l�intermédiaire du système immunitaire de l�hôte (Greenwood et Wittle, 1980 ;

Adams et coll., 1986) et /ou de l�augmentation de la perméabilité de la barrière hémato-

encéphalitique (BHE) (Schmidt et Bafort, 1987 ; Philip et coll., 1994). L�hypothèse d�une

dérégulation de l�horloge biologique, par atteinte du noyau raphé dorsalis (NRD), dans sa

composante sérotoninergique qui envoie des projections en direction des noyaux

suprachiasmatiques (NSC), semble appuyée par de sérieux arguments (Buguet, 1999). A ce jour, les

cibles et réseaux potentiellement atteints ainsi que les processus mis en jeu ne sont pas encore

clairement définis.

Notre modèle animal dont la pertinence est fortement appuyée par sa réponse thérapeutique

exclusive à la combinaison suramine-mégazol (Chapitre II) pourrait constituer un outil d�étude

précieux dans la compréhension des facteurs et mécanismes pathologiques en cause dans

l�apparition des troubles circadiens de la THA. Dans ce troisième volet d�étude, nous avons ainsi

testé la faculté de notre modèle à reproduire la dysrythmie circadienne veille-sommeil

caractéristique de la phase méningo-encéphalitique.

L�intérêt scientifique de l�expérimentation repose sur la création d�un modèle animal d�évolution

clinico-biologique similaire à celle rencontrée chez l�homme en ce qui concerne la dérégulation de

la rythmicité circadienne. Ce modèle reproduisant l�atteinte du rythme circadien de l�alternance

veille sommeil permettrait par la suite de mettre en exergue les effets bénéfiques d�une molécule ou

d�une association médicamenteuse donnée (réversibilité des troubles circadiens, concentration du

sommeil la nuit).

Le but de notre étude est d�étudier, par un suivi électrophysiologique des états de veille et de

sommeil, la dérégulation de l�horloge biologique interne de notre modèle. En outre, l�évolution
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temporelle de l�atteinte de la rythmicité circadienne veille-sommeil expérimentale et la cinétique

d�apparition des troubles électroencéphalographiques chez le rat ne sont pas définis.

Une fragmentation excessive du sommeil associée à une diminution de la latence d�apparition du

Sommeil Paradoxal (SP) et une diminution du pourcentage de Sommeil Lent (SL) a été retrouvée

expérimentalement chez le rat (Bentivoglio et coll., 1994a ; Grassi-Zucconi et coll., 1995)  et le

lapin  (Toth et coll., 1994) infectés par T. b. brucei.

6.2. METHODES

Cette étude a reçu l�accord du Comité Consultatif pour l�utilisation d�animaux en recherche

expérimentale intrinsèque au CRSSA (La Tronche).

6.2.1. Animaux

Dix rats Sprague-Dawley (IFFA-CREDO, Lyon, France) d�un poids initial de 200 à 230 g infectés

par T. b. brucei AnTat 1.1E ont été enregistrés en polysomnographie en 3 sessions expérimentales. 

Dès leur arrivée, les rats sont hébergés dans des enceintes protégées (IFFA CREDO), à raison d�un

par cage avec accès à la nourriture et à la boisson ad libitum. Ils sont maintenus dans une

température ambiante stable (22°C) avec une photopériode naturelle de type 12h/12h (période

diurne de 9h00 à 21h00). Les animaux sont manipulés et pesés tous les jours durant la semaine

réglementaire d�acclimatation aux conditions de laboratoire ainsi que durant la phase de

récupération post-chirurgie.

Durant l�expérimentation, les rats sont hébergés dans des cages individuelles adaptées à

l�enregistrement polysomnographique avec boisson et nourriture ad libitum, dans les mêmes

conditions que précédemment.

6.2.2. Chirurgie d�implantation des électrodes

Le rat est instrumenté pour l�enregistrement de l�électroencéphalogramme (EEG)  et de

l�électromyogramme (EMG). Cinq électrodes corticales (2 frontales, 2 hippocampiques  et 1

occipitale), deux électrodes corticales de référence et trois électrodes musculaires sont implantées

(schéma 1).
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Les animaux sont anesthésiés par injection intra péritonéale de pentobarbital, à la dose initiale de

100µl /100g de poids corporel. L�anesthésie est ensuite entretenue par réinjections régulières de

pentobarbital, toutes les heures avec une dose plus restreinte ( 25µl / 100g de poids corporel).

La température rectale du rat est maintenue constante (37,0 ± 0,5 °C) durant l�opération, par

asservissement d�une couverture homéothermique (Harvard, Edenbridge, Grande Bretagne).

L�animal est placé dans l�appareil de stéréotaxie (ASI instruments, Houston, USA). La zone

crâniale d�intérêt est rasée et nettoyée à la Bétadine® (Laboratoire ASTA Médica, Mérignac,

France). 

Le plan cutané est ouvert, les couches musculaires sont réclinées et le calviarum est dégagé puis

nettoyé à l�H2O2. Après résection des plans cutané et musculaire, des orifices d�implantation sont

pratiqués à l�aide d�une fraiseuse. 

Cinq électrodes corticales (2 frontales, 2 hippocampiques (AP = -4 mm, ML = ± 2 mm, selon l�atlas

de Paxinos et Watson (1997) et 1 occipitale), 2 électrodes corticales de référence et 3 électrodes

musculaires sont implantées. Les électrodes corticales sont constituées de vis auxquelles a été ajouté

un fil conducteur (1,19 mm de diamètre, PHYMEP, Paris) préalablement recouvert d�une fine

couche d�étain. Les vis sont placées au contact de la surface corticale par la perforation de l�os

crânien à l�aide d�une micro-perceuse, puis maintenues par un ciment dentaire (Hesadon n°31,

IMPORT dentaire, Paris). L�autre extrémité des électrodes est soudée à un connecteur femelle

(Sonepar Electronique France, Palaiseau) qui permet de « brancher » l�animal au système collecteur

(Air Précision, Le Plessis Robinson, France). La fixation des électrodes nécessite l�utilisation de

ciment dentaire (Hesadon n°31, IMPORT dentaire, Paris) qui aide à la formation de l�implant

d�enregistrement regroupant l�ensemble des électrodes.

Deux points de suture sont effectués à l�avant et à l�arrière de l�implant d�enregistrement avec un fil

non résorbable monobrin Dec. 2.0. L�animal est enlevé du cadre de stéréotaxie et remis dans sa

cage. Une prophylaxie antibiotique est assurée par de l�Extenciline (60000 UI.kg-1, i.m) et une

couverture analgésique post-opératoire est prodiguée par injection de Finadyne (0,1 ml / 300 g de

rat, i.m) toutes les 48 heures durant 4 jours.

Les rats sont laissés 8 jours en récupération avec un suivi quotidien de l�état physiologique et du

poids. 
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6.2.3. Connexion au banc métrologique

Les branchements électrophysiologiques sont réalisés une semaine après implantation.

L�animal est placé dans une cage cylindrique adaptée à l�enregistrement et est connecté au circuit

d�enregistrement comprenant un collecteur tournant (Air Précision, Le Plessis Robinson, France) et

un enregistreur ambulatoire (Oxford Medilog 9000 II). Le rat est relié au collecteur tournant via une

tresse de fils conducteurs insérés dans un ressort souple. Du collecteur tournant partent les

différentes voies d'enregistrement allant au Medilog 9000 II (schéma 1).

Les premiers jours de branchement nécessitent une simple connexion sans enregistrement afin

d�habituer l�animal au banc métrologique de mesure. Les  nycthémères suivant cette phase

d�adaptation constituent les enregistrements contrôles : 2 nycthémères consécutifs établissent les

valeurs de référence de la rythmicité circadienne expérimentale de l�alternance veille sommeil.

6.2.4. Infection

Après l�obtention d�enregistrements nycthéméraux contrôles, les rats sont infectés avec la souche T.

b. brucei AnTat 1.1E. Une inoculation est réalisée par injection IP de 200µl d�un cryostabilat

contenant 2000 parasites, comme précédemment décrit au chapitre II. Elle porte sur l�ensemble des

rats qui constituent la série expérimentale et est réalisé en condition d�enregistrement

électrophysiologique.

La parasitémie est vérifiée au dixième jour d�infection. Les animaux sont déconnectés du collecteur

tournant puis placés dans une cage d�anesthésie à l�halothane (4%) (Ohmeda, Maurepas, France)

aidant à l�anesthésie de l�animal sans que celui-ci  ne présente d�effets de contrainte. L�anesthésie

acquise, un prélèvement de sang (50 µl) au niveau de la queue est pratiqué à l�aide d�un scalpel. La

parasitémie est vérifiée par dépôt d�une goutte de sang entre lame et lamelle et observation au

microscope.

Les enregistrements électrophysiologiques sont poursuivis jusqu'à la mort de l'animal.

A la fin de l�expérimentation les animaux sont sacrifiés par surdosage en pentobarbital et

décapitation de sécurité. Les implants d�enregistrement sont récupérés, nettoyés et mis en

suspension au-dessus d�un bain d�acétone pour dissoudre le ciment dentaire. Les vis et les

connecteurs femelles sont récupérés et décontaminés.
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6.2.5. Acquisition des données

Les signaux analogiques de l�EEG et de l�EMG sont enregistrés en continu sur cassette par période

de 24 heures puis numérisés à l'aide du logiciel Vision (Oxford Instruments, Abington, Grande-

Bretagne) et analysés grâce au logiciel PRANA (PhiTools, Strasbourg, France) développé au sein

du CRSSA.

Les cassettes conventionnelles audio de type C120 sont utilisées pour les besoins de

l'enregistrement. Elles doivent être préalablement calibrées (100 µV à vitesse lente pendant 10

minutes), les rendant compatibles avec les signaux reçus par le Medilog. Le recueil des données se

fait avec un défilement à vitesse lente de la bande magnétique de la cassette.

Le traitement des données brutes nécessite la conversion du signal analogique enregistré par le

Medilog en signal numérique exigé par l'ordinateur. Les signaux enregistrés et contenus sur les

bandes magnétiques sont numérisés a posteriori avec une fréquence d�échantillonnage de 128 Hz à

partir du système Vision (Oxford Instruments, Abington, Grande-Bretagne).

Les données sont finalement transférées et archivées sur CD-ROM.

Les mesures se font en bipolaire. Avant le début des enregistrements, chaque voie d'entrée du

Medilog est calibrée à 100 µV de manière similaire aux cassettes.

Le montage réalisé pour l�enregistrement polygraphique est le suivant : 

- 2 dérivations bipolaires corticales,

- 1 dérivation bipolaire musculaire,

- 1 dérivation bipolaire de référence (électrode indifférenciée du boîtier Medilog). 

6.2.5.1. Etude qualitative des tracés d�enregistrement

L�ensemble de l�enregistrement polygraphique est codé arbitrairement par page de 20 secondes

selon une adaptation des prérogatives de Rechtschaffen et Kales, en quatre stades  différenciés

(Neckelmann et coll., 1993) : éveil (E), sommeil lent léger (SLL), sommeil lent profond (SLP) et

sommeil paradoxal (SP). La différenciation du sommeil en SLL et SLP se fait sur la base du

pourcentage d�onde delta de la page et la présence de grapho-éléments caractéristiques, en



113

particulier les fuseaux de sommeil. Une page présentant plus de 50 % d�ondes delta en l�absence de

fuseaux de sommeil  est scorée en SLP.  

Plusieurs variables ont été étudiées en relation avec les perturbations observées en clinique humaine

1) le pourcentage total des différents stades de vigilance, 2) le nombre et la durée moyenne des

épisodes de sommeil, 3) l�intervalle entre la fin d�un épisode de SL et le début du suivant, 4), la

durée moyenne d�un épisode SL antérieur à un épisode de SP définie comme la latence d�apparition

du SP (Grassi-Zucconi et coll., 1995), 5) le nombre moyen de changements de stades par 24h, 6) le

nombre d�endormissement direct en SP, SOREMP (sleep onset rapid eye movement periods). Ce

paramètre est défini comme le nombre d�épisodes de SP qui suivent deux époques de 20 s ou plus

d�éveil sans épisode de SL intermédiaire.

Les  variables sont moyennées sur une période de 12 h correspondant à la dichotomie des

conditions, lumière et obscurité.

6.2.5.2. Etude qualitative

La transformation de Fourier affine la dénomination du stade de sommeil de la page et permet

d'obtenir une analyse fine de la catégorisation des ondes constituant  le tracé.

L�analyse spectrale, calculée sur des plages de deux secondes, est faite dans des bandes de

fréquences allant de 0,5 et 32 Hz avec une résolution de 0,5 Hz.

Les spectres obtenus sur deux secondes et exprimés en unité de puissance absolue (µV2/ Hz ) ou de

puissance relative (%) sont moyennés par périodes de 20 secondes pour s�adapter à la résolution

temporelle des états de vigilance déterminés visuellement.

La délimitation des bandes de fréquence d�intérêt  a été fixée au regard des études antérieures

existant chez le rat : Delta (0,5Hz à 4,5 Hz inclus), Thêta (4,5 à 9 Hz inclus), Alpha (9 à 13 Hz

inclus), Bêta 1 (13 à 18 Hz inclus) et Bêta 2 (18 à 32 Hz inclus).
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Schéma III- 1: Localisation des électrodes et des vis de soutien.
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Schéma III- 2 : Banc métrologique nécessaire à l'enregistrement. 
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6.3. RESULTATS

6.3.1.  ETUDE QUALITATIVE

Les rats sont morts 18 ± 2,8 jours post-infection.

La distribution de la veille et du sommeil est formalisée à l�aide d�un hypnogramme (fig. 1). En

enregistrement contrôle, le rat dort essentiellement en condition lumière et est principalement

éveillé en condition nocturne : 39,9 ± 3,6 et 60,1 ± 4,5 % respectivement pour la veille et le

sommeil durant le jour vs. 52,5 ± 4,5 et 47,5 ±  3,6 % durant la nuit (ANOVA, p<0,05). 

La proportion des différents stades de vigilance ne présente pas de différence significative par

rapport à la valeur contrôle mesurée au cours des 2 nycthémères de la période baseline dans le

décours temporel post-infection, quelle que soit la durée de vie de l�animal considéré. Cette

répartition respective de la veille et du sommeil est cependant modifiée deux jours ante-mortem

aussi bien en phase nocturne que diurne. Le pourcentage de sommeil lent (SL) augmente alors au

détriment d�un accroissement inversement proportionnel de l�éveil (tableau 1 et fig. 2). Ces

changements s�observent aussi bien le jour que la nuit. Contrairement aux modifications objectivées

de l�éveil et du SL, la proportion de sommeil paradoxal (SP) ne varie pas jusqu�à très tardivement

dans l�évolution (tableau 1). 
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Figure III- 1 : Hypnogramme d�un rat montrant une distribution de la veille (E), du sommeil lent

léger (SLL), lent profond (SLP), et du sommeil paradoxal (SP) en enregistrement contrôle (a), au

quatorzième jour post-infection (J14) (b), et le jour précédent la mort de l�animal (J21) (c). Après

infection, l�éveil et le sommeil lent apparaissent être distribués de manière égale sur l�ensemble du

nycthémère aussi bien en condition lumière (barre blanche en-dessous de l�hypnogramme)

qu�obscurité (barre noire).
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Tableau III- 1 : Pourcentage d�éveil (E), de sommeil lent (SLL et SLP) et de sommeil paradoxal

(SP) en condition lumière (lum) et obscurité (obsc) en enregistrement contrôle (C), au douzième

jour d�infection (J12), et deux jours ante-mortem (J-2). Résultats exprimés en  moyenne ± écart

type.

Figure III- 2 : Pourcentage respectif d�éveil (E), de sommeil lent (SLL et SLP), et de sommeil

paradoxal (SP) avant (histogramme) et après infection, en condition lumière (a) et obscurité(b). *

différence significative par rapport aux valeurs contrôles à p<0.001 (test de Student). Moyenne ±

écart type.
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La proportion de sommeil lent léger (SLL) en SL augmente au profit du sommeil lent profond

(SLP) en fonction de la durée post-infection (tableau 1 et fig. 3).

La durée moyenne des épisodes de veille diminue (fig. 4) en comparaison avec la valeur contrôle à

J15 en condition obscurité (ANOVA, p<0,01) et à J14 en condition lumière (ANOVA, p<0,01) alors

que le nombre moyen des épisodes de veille augmente principalement en condition obscurité

(p<0,001 dès J14 post-infection, pour les deux conditions).

Le nombre des épisodes de SL augmentent à J15 en phase nocturne et J14 en phase diurne, aussi bien

en SLL qu�en SLP (ANOVA, p<0,01 dans tous les cas) ; la durée moyenne des épisodes de SL est

cependant diminuée à J15 (p<0,001 en condition lumière et obscurité). 

Figure III- 3 : Proportion respective de sommeil lent léger (SLL) et de sommeil lent profond (SLP)

en sommeil lent (SL) après infection, en condition lumière et obscurité. * différence significative

par rapport aux valeurs contrôles à p<0,001 (test t de Student). Les données sont exprimées en

moyenne ± écart type. 
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En conséquence, les intervalles entre épisodes de SL diminuent à partir de J15 (ANOVA, p<0,01 ;

3,82 ± 0,23 mn vs 5,26 ± 0,19 mn en enregistrement contrôle). La latence moyenne du SP est

significativement réduite dès J14 (ANOVA, p<0,001 ; 3,96 ± 0,24 mn vs 6,68 ± 0,37 mn en valeur

contrôle). Ces changements dans la structure interne du sommeil synchronisé sont facilement

appréciables. Les hypnogrammes des animaux infectés présentent un pattern de SL fragmenté (fig.

1). Cette fragmentation excessive croissante du cycle veille sommeil est également démontrée par

l�augmentation du nombre de changements de stades de vigilance à la fin de la seconde semaine

post-infection (fig. 5). 

Figure III- 4 : Nombres et durées moyennes des épisodes d�éveil (E), de sommeil lent léger (SLL) et

lent profond (SLP), et de sommeil paradoxal (SP) après infection, en condition lumière (symboles

vides) et obscurité (symboles remplis). * différence significative par rapport aux valeurs contrôles à

p<0,001. Les données sont exprimées en moyenne ± écart type. 

Le pourcentage de SP (table 1), aussi bien que le nombre et la durée moyenne des épisodes de SP ne

présentent pas de différence significative dans la progression de la maladie (fig. 4).
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En plus de la diminution de  rythmicité circadienne dans la distribution de la veille et du sommeil,

la structure interne du sommeil est désorganisée, avec l�apparition de transitions anormales, en

particulier des endormissements directs en SP (SOREMP, Sleep onset rapid eye movement periods)

après le quatorzième jour post-infection (J14 ; fig. 5). 

Figure III- 5 : Nombre de changements de stades de vigilance et nombre d�épisodes

d�endormissement direct en sommeil paradoxal (SOREMP, Sleep onset rapid eye movement

periods) pendant l�infection avec une différenciation 12-h lumière et 12-h obscurité. * différence

significative par rapport aux valeurs contrôles à p<0,001 (test t de Student). Les données sont

exprimées en moyenne ± écart type. 
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tracé devient alors monotone et les stades de vigilance sont difficilement discernables. 
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Figure III- 6 : Altération de la morphologie des tracés électrocorticaux (ECoG) en sommeil lent

(SL). Tracé en SL  pendant la période d�enregistrements contrôles (a), 14 jours après infection (b) et

1 jour ante-mortem pour un rat mort au 21ième jour post-infection (c).

EMG: Electromyogramme.
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6.3.1.1. ETUDE QUANTITATIVE

Figure IV- 1 : Densité de puissance spectrale absolue (µV2 /Hz) pour les cinq bandes de fréquence

prédéfinies (delta, thêta, alpha, bêta bas ou I et bêta haut ou II) en éveil (E), sommeil lent léger

(SLL), sommeil lent profond (SLP) et sommeil paradoxal (SP) en condition contrôle (a), une

semaine (b) et deux semaines (c) après infection. 
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* différence significative par rapport aux valeurs contrôles à p<0,001.

La puissance EEG de chaque bande de fréquence considérée pour un stade de vigilance  donné n�a

pas présenté de différence significative entre les conditions lumière et obscurité. Les résultats

observés en phase nocturne et diurne n�ont donc pas été différenciés.

En enregistrements contrôles, les densités spectrales mesurées en veille sont significativement plus

basses que celles obtenues en sommeil lent léger (SLL) et lent profond (SLP) pour l�ensemble du

spectre de puissance (ANOVA, p<0,001 ; 0,5- 32,0 Hz), alors qu�en comparaison avec le sommeil

paradoxal (SP), les densités spectrales d�éveil sont significativement plus importantes pour la bande

delta (ANOVA, p<0,001) et plus basses pour toutes les autres bandes de fréquence (p<0,001 ; 5,5-

32,0 Hz) (fig. 1a).

Les puissances spectrales en SLL sont significativement moins importantes qu�en SLP pour toutes

les bandes de fréquence considérées (p<0,001 ; 0,5- 32 Hz). Les densités de puissance en SLL sont

significativement plus importantes qu�en SP pour les bandes delta (p<0,001), alpha (p<0,001), bêta

I et bêta II (p<0,001) et significativement plus basses pour la bande thêta (p<0,001) (fig. 1a). En

comparaison avec le SP, les densités de puissance en SLP sont significativement plus importantes

en delta (p<0,001) aussi bien qu�en alpha, bêta I et bêta II (p<0,001), mais significativement plus

basses en thêta (p<0,001) (fig. 1a).

Une semaine après infection, les paramètres spectraux ne montrent pas de différence avec les deux

nycthémères d�enregistrement contrôle (fig.1b). Les densités de puissance en SLL et SLP sont

significativement plus importantes qu�en veille (p<0,001). Le sommeil lent profond (SLP) montre

des densités de puissance significativement plus importantes qu�en SLL pour toutes les bandes de

fréquence (p<0,001 ; 0,5- 32 Hz). Les densités de puissance en SP sont significativement plus

importantes pour la bande thêta (p<0,001) et significativement plus basses qu�en SLL pour les

bandes delta (p<0,001), alpha (p<0,001), bêta I et bêta II (p<0,001). En comparaison avec le SP, les

densités de puissance de veille sont significativement plus importantes pour la bande delta

(p<0,001) mais plus basses pour les autres bandes (p<0,001). Les puissances spectrales en SLP sont

plus basses pour la bande thêta (p<0,001) et plus importantes pour les bandes delta (p<0,001), alpha

(p<0,001), bêta I et bêta II (p<0,001) par rapport aux puissances mesurées en SP.

Neuf jours après infection, l�EEG désynchronisé d�éveil présente une activité significativement plus

élevée en delta (p<0,005) et une diminution de la bande de fréquence alpha vs. les valeurs contrôles

respectives (p<0,05) (fig. 2a).
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Les valeurs de puissances spectrales en SLL et SLP sont supérieures à celles mesurées en SP,

exceptées dans la bande de fréquence thêta, deux semaines après infection (fig. 1c). La

prédominance d�un EEG synchronisé en  SL est marquée avec un pic de puissance dans la bande de

fréquence delta. La valeur de puissance spectrale en SLL pour le delta est cependant

considérablement réduite par rapport à la valeur mesurée pendant la période contrôle (p<0,001), dix

jours après infection (fig. 2b). Cette réduction de la puissance spectrale delta est également mesurée

en SLP (p<0,001), neuf jours après infection (fig. 2c).

Le SP est caractérisé par une valeur de puissance spectrale en thêta très élevée, basse pour les

activités EEG lentes et rapides (fig. 1a). Deux semaines après infection, la puissance spectrale EEG

en delta en SP était similaire à celle mesurée pendant la période contrôle et une semaine après

infection (fig. 1c). La puissance spectrale EEG en SP pendant la période d�infection est similaire à

celle mesurée pour la période contrôle : aucune différence significative n�est révélée dans la bande

de fréquence delta, thêta, alpha, bêta I et bêta II jusqu�à J17 post infection (fig. 2d).
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Figure IV- 2: Densité spectrale post-infection pour chaque bande de fréquences prédéfinies

exprimée en pourcentage de densité spectrale absolue (µV2 /Hz) mesurée pendant la période

contrôle. Les valeurs sont représentées par stades de vigilance considérés : éveil (E), sommeil lent

léger (SLL), lent profond (SLP) et  sommeil paradoxal (SP)

 * différence significative par rapport aux valeurs contrôles à p<0,001.
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6.4. DISCUSSION

Cette étude basée sur des enregistrements polysomnographiques en continue démontre que

l�infection de notre modèle rat par T. b. brucei AnTat 1.1E conduit au développement d�une

dysrythmie circadienne de l�alternance veille sommeil, deux semaines après inoculation du parasite.

En outre, notre étude a permis d�affiner la caractérisation de la cinétique d�évolution des troubles

veille-sommeil aussi bien sur un plan qualitatif (architecture globale de rythmicité veille-sommeil)

que quantitatif (densité spectrale des différents stades de vigilance). Cette dérégulation du rythme

circadien de la veille et du sommeil s�accompagne d�anormalités du tracé EEG caracérisées par

l�invasion progressive et récurrente d�ondes lentes pathologiques. D�autres phénomènes singuliers

se rajoutent au tableau neuroclinique en particulier une altération de la structure interne du sommeil

avec notamment la survenue d�endormissements directs en sommeil paradoxal (SOREMP) et

l�augmentation brutale du nombre de changements de stades de vigilance. 

Le cycle veille-sommeil des rongeurs est polyphasique avec des séquences d�épisodes de veille, de

sommeil lent et de sommeil paradoxal qui se répètent tout au long du nycthémère, avec cependant

une prévalence plus importante de périodes de sommeil en phase lumineuse et un nombre supérieur

d�épisodes d�éveil en condition obscure (Timo-Iaria et coll., 1970 ; Rusak & Zucker, 1979 ; Van

Gool & Mirmiran, 1983). Les rats de notre expérimentation présentent une remarquable stabilité

dans la proportion des différents stades de vigilance jusqu�à tardivement dans l�évolution de la

trypanosomose expérimentale. Les derniers nycthémères d�enregistrement ante-mortem se

caractérisent par une hypersomnie qui se traduit par une augmentation exclusive du sommeil

synchronisé. Cette dernière observation est en accord avec l�élévation de sommeil lent décrite au

cours des épisodes fébriles chez le lapin infecté par T. b. brucei (Toth et coll., 1994). L�analyse

détaillée de la structure du sommeil spontanée de rats trypanosomés à T. b. brucei (Grassi-Zucconi

et coll., 1995 et 1996) met cependant en évidence une proportion de veille augmentée en relation

avec une diminution concomitante du pourcentage de sommeil synchronisé, trois semaines après

inoculation du parasite. Cette diminution de sommeil lent en rapport direct avec l�élévation du

pourcentage de veille n�est restrictivement observée qu�en condition lumineuse. La comparaison

des résultats de notre étude et de celle menée antérieurement par Grassi-Zucconi et coll. (1995) est

délicate en raison d�une discordance dans les conditions d�expérimentations. Les disparités

observées concernent d�une part la période d�enregistrement et d�autre part la pathogénicité de la

souche de parasites utilisée, en témoigne la différence de décours temporel de l�atteinte

électrophysiologiques, avec des variations significatives de durée de vie. Les enregistrements
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électrophysiologiques limités, de courte durée, pratiqués en fin de troisième semaine d�infection

constituent très probablement l�élément déterminant dans la compréhension de ces manifestations

électroencéphalographiques contradictoires.

Le nombre et la durée moyenne des épisodes des différents stades de vigilance ne présentent pas de

différence significative en rapport avec la valeur mesurée en période contrôle, jusqu�au début de la

seconde semaine post-infection. En fin de deuxième semaine post-infection, une perturbation

importante de ces paramètres est alors observée, constituant un point de rupture fort dans

l�évolution de la pathologie neuroclinique. Le nombre des épisodes de veille et de sommeil lent

augmente de manière brutale aussi bien en condition de lumière que d�obscurité. Cette observation

est en accord avec une étude préliminaire conduite au CRSSA, au sein du laboratoire par

Montmayeur et Buguet (1994).

L�augmentation drastique du nombre d�épisodes de sommeil lent (SL) s�accompagne d�une

diminution limitée mais néanmoins significative de la durée moyenne de ces épisodes de SL.

Contrairement au sommeil, la diminution de la durée moyenne des épisodes de veille est forte. La

persistance de l�apparition d�épisodes de veille ainsi que le caractère de gravité de la diminution de

la durée de ces épisodes suggèrent fortement que les rats infectés présentent une capacité de

déclenchement de l�état de veille préservée malgrè une difficulté à maintenir durablement un

épisode de veille. Les réseaux neuronaux responsables de la genèse de l�état de veille pourraient

être déficients. 

L�augmentation importante de sommeil lent (SL) observée en phase terminale de la maladie

s�explique principalement par la recrudescence du nombre d�épisodes de SL puisque la durée

moyenne de ces épisodes n�est que faiblement diminuée. Cette observation peut s�expliquer par une

optimisation des processus en rapport avec le déclenchement du sommeil.

Des études complémentaires permettraient de préciser si les perturbations observées sont dues à un

système de maintien de l�état de veille défaillant malgrè un processus de déclenchement de l�éveil

efficient et/ou un effet facilitateur sur le système de déclenchement du sommeil à ondes lentes, par

action directe sur les réseaux neuronaux concernés ou indirectement au travers des processus

médiés par les cytokines.

Une diminution du sommeil lent léger au profit du sommeil lent profond est observée au quinzième

jour post-infection aussi bien en condition de lumière que d�obscurité. Ce résultat est d�une

importance capitale puisqu�il objective, dans une trypanosomose expérimentale, un

appauvrissement de la qualité du sommeil proportionnel à la sévérité des signes cliniques. En outre
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cette anomalie est concomitante de l�apparition des perturbations concernant le nombre et de la

durée moyenne des épisodes de veille et de sommeil lent.

Le fait que les intervalles entre les épisodes de sommeil lent diminuent de façon importante, met en

évidence une fragmentation excessive du sommeil durant l�évolution de la trypanosomose

expérimentale ; phénomène précédemment décrit chez le rat infecté par T. b. brucei (Montmayeur et

Buguet, 1994) et objectivé par la proportion grandissante de SLL au détriment du SLP observée

chez notre modèle expérimental. Notre étude révèle des altérations importantes qui concernent

spécifiquement les séquences de sommeil lent-sommeil paradoxal (SL-SP). Une forte réduction de

la latence d�apparition du sommeil paradoxal, définie comme la durée de l�épisode de sommeil lent

qui précède l�apparition de SP est observée quatorze jours après infection, simultanément à

l�avènement des troubles précédemment décrits. Cette diminution de latence SP renforce l�argument

selon lequel la capacité de maintien du sommeil synchronisé est altérée, comme il a déjà été

rapporté dans une précédente expérimentation conduite chez le rat infecté par T. b. brucei (Grassi-

Zucconi et coll., 1995 ; Bentivoglio et coll., 1994a).

Les paramètres mesurés en sommeil paradoxal (SP) restent inchangés au cours de l�évolution de la

maladie. Cette constance singulière souligne le fait que les mécanismes sous-tendant le SP ne sont

pas altérés. Ainsi, les réseaux neuronaux responsables du maintien et du déclenchement des

épisodes de SP semblent préservés indépendamment du caractère défaillant de l�éveil.

La perturbation de la structure interne du sommeil trouve aussi son expression dans la présence de

transitions anormales, en particulier l�apparition d�endormissements directs en SP (SOREMP, Sleep

onset REM periods). Ces transitions sont apparues au quinzième jour post-infection en

concomitance avec les perturbations architecturales de la veille et du sommeil déjà abordées.

L�étude électroencéphalographique que nous avons menée avec notre modèle est la première à

mettre en évidence en trypanosomose expérimentale de tels troubles qui sont une caractéristique

récurrente tardive de la phase méningo-encéphalitique de patients trypanosomés (Buguet et coll.,

1989). Cette observation conforte l�intérêt de notre modèle.

Les changements quantitatifs  de l�activité veille-sommeil s�accompagnent également d�importantes

altérations qualitatives des tracés EEG. La première d�entre elles est l�apparition de paroxysmes

d�ondes lentes hypersynchrones anormales en SL et la diminution concomitante des spindles,  dès la

seconde semaine post-infection, phénomènes qui s�accentuent avec le temps. 

En plus de la caractérisation des diverses anomalies, notre étude a permis d�améliorer la

connaissance de la cinétique d�apparitions des perturbations. La force de notre modèle repose
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notamment sur la simultanéité de manifestation des altérations en fin de deuxième semaine post-

infection qui renforce l�hypothèse de la détermination temporelle de l�entrée en phase neurologique

de la maladie. En effet, la diminution de poids et de prise alimentaire définie comme critère de

début de phase méningo-encéphalitique a également été observée  en fin de deuxième semaine post-

infection.

L�analyse spectrale par transformée de Fourier a mis en évidence des perturbations spécifiques

intéressant la veille et le sommeil lent dans notre modèle expérimental. La veille présente un profil

de répartition spectrale perturbé avec un renforcement des activités dans les bandes de fréquences

lentes et une relative diminution d�activités pour les bandes de fréquences rapides. Ainsi, une

densité de puissance spectrale plus importante dans la bande de fréquence delta et une diminution

concomitante en alpha est observée en rapport avec les valeurs mesurées en période contrôle pré-

infection. Cette observation souligne le fait que le sommeil fragmenté, comme l�a montré l�étude

qualitative des tracés est interrompu par de la veille « calme » présentant une prévalence pour les

fréquences lentes et une incidence moins marquée pour les fréquences rapides. Ce changement de

profil spectral en veille est en accord avec l�étude de Grassi-Zucconi et coll. (1995) chez le rat

infecté par T. b. brucei, entreprise en fin de troisième semaine post-infection avec des

enregistrements d�une durée de quatre à six heures respectivement en phase nocturne et diurne.

L�analyse spectrale en continu de notre modèle expérimental révèle cependant un changement

beaucoup plus précoce, neuf jours après infection et proportionnel à la sévérité de la maladie.

 L�analyse spectrale menée avec notre modèle animal objective également une diminution de la

densité de puissance spectrale en sommeil lent (SL) qui concerne la bande de fréquence delta, dix

jours après infection. Il s�agit de la première démonstration d�un déclin de puissance EEG delta

intéressant exclusivement le SL dans l�évolution d�une trypanosomose expérimentale.

L�analyse quantitative de l�EEG exhibe des anomalies du tracé veille-sommeil beaucoup plus

précocement qu�avec l�analyse qualitative classique pour notre modèle animal de rats

trypanosomés. Il semblerait que l�altération des densités de puissance spectrale soit antérieure à la

destructuration du cycle veille-sommeil et à l�apparition d�anomalies de l�architecture interne du

sommeil. Ce dernier point n�est cependant pas certain dans la mesure où l�analyse spectrale est une

méthode beaucoup plus sensible que l�interprétation visuelle classique des tracés.
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Les perturbations observées à l�analyse spectrale pourraient constituer une indication précoce de

l�initiation de la phase méningo-encéphalitique et l�analyse spectrale une méthode de choix pour le

diagnostic des prémices de l�atteinte veille-sommeil.
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Publication 3

Sleep. 2004 Feb; 27(1): 42-46.

Twenty-Four–Hour Disruption of the Sleep-Wake Cycle and Sleep-Onset REM-

Like Episodes in a Rat Model of African Trypanosomiasis.

Annabelle Darsaud, Ph.D.1,2; Lionel Bourdon, M.D., Ph.D.1; Sarah Mercier, Ph.D.1; Florian

Chapotot, Ph.D.1; Bernard Bouteille, Ph.D.2; Raymond Cespuglio, Ph.D.3; Alain Buguet,

M.D., Ph.D.1,4

1Centre de recherches du Service de santé des armées, département des facteurs humains, B.P. 87,

F-38702 La Tronche cedex, France; 2Institut d�épidémiologie neurologique et de neurologie

tropicale, UPRES EA3174, Faculté de médecine, 2, rue du Docteur-Marcland, F-87025 Limoges

cedex, France; 3Unité INSERM U480, Université de Lyon I, 8 avenue Rockefeller, F-69373 Lyon

cedex 08, France; 4Institut de médecine tropicale du service de santé des armées � Le Pharo, B.P.

46, F-13998 Marseille Armées, France

Study Objectives: Patients with human African trypanosomiasis (sleeping sickness) due to the

inoculation of Trypanosoma brucei gambiense or rhodesiense show a major disruption of the 24-

hour sleep-wake distribution, accompanied by the occurrence of sleep-onset rapid-eye-movement

(REM) sleep episodes, proportional to the severity of the illness. Although animal models of human

African trypanosomiasis have been developed to understand the pathogenic mechanisms leading to

immune alterations, the development of an animal model featuring the alterations of endogenous

biologic rhythms remains a necessity.

Animals: Sprague-Dawley rats (N = 10) entrained to a 12:12-hour dark-light regimen.

Interventions: Rats were infected with Trypanosoma brucei brucei AnTat 1.1E and instrumented

with electrocorticographic and electromyographic electrodes. Polysomnography was recorded

continuously from 2 days before infection until the animal�s death. 

Measurements and Results: The analysis of the spontaneous sleep-wake architecture revealed an

increased proportion of slow-wave sleep (SWS) and a decreased amount of wakefulness 2 days

before death. Considerable sleep fragmentation was observed in the infected rats, with numerous
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changes in sleep-wake stages and an increased number of episodes of wakefulness and SWS.

Infected rats presented a fragmented pattern of SWS and a marked reduction in the mean

paradoxical-sleep (PS) latency, resulting in a considerable disruption of the PS-SWS sequences.

Abnormal transitions, particularly the appearance of sleep-onset REM episodes, marked the

disruption of the internal sleep structure. The electrocorticogram traces were modified during SWS,

with the occurrence of abnormal hypersynchronic slow waves and a disappearance of spindles.

Conclusion: The Trypanosoma brucei brucei-infected rat is a good model of the syndrome seen in

human African trypanosomiasis, ie, the 24-hour disruption of the sleep-wake cycle and the

occurrence of sleep-onset REM-like sleep episodes. 
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7. Les perturbations ramenées à la mécanistique globale des

reseaux en rapport avec l�activité veille-sommeil

Ce paragraphe ne se veut pas exhaustif mais souligne les possibles relations entre les réseaux

neuronaux impliqués dans l�activité veille-sommeil et les perturbations décrites dans notre modèle

expérimental.

Pour comprendre les perturbations que nous avons mises en évidence après infection à T. b. brucei,

intéressons-nous à la trame de réseaux neuronaux qui interviennent dans la genèse et la régulation

des états de vigilance. Il s�agit d�un ensemble de régulations complexes mettant en jeu un nombre

important de réseaux neuronaux très diversifiés. Cet ensemble peut être subdivisé en divers sous-

groupes neuronaux relativement bien individualisés, avec cependant des éléments communs en

interface.

7.1. Atteinte du réseau de déclenchement et de maintien de l�éveil 

L�analyse qualitative des tracés met l�accent sur une perturbation touchant le stade d�éveil. Le

nombre d�épisodes d�éveil augmente, alors que la durée moyenne de ces épisodes diminue de

manière importante, aussi bien en condition de lumière que d�obscurité. Les rats infectés présentent

une difficulté à maintenir durablement un épisode d�éveil, cependant le processus de déclenchement

de l�éveil reste efficient. Il semblerait donc que les réseaux neuronaux responsables de la genèse de

l�état de veille soient préservés et ceux impliqués dans le maintien de l�éveil altérés. 

Au cours de l'éveil, l'EEG se caractérise par une activité électrique dite désynchronisée, de bas

voltage (environ 5 µV) et de haute fréquence. Elle est essentiellement constituée d'ondes rapides de

15 à 60 Hz, incluant les ondes β et γ (autour de 40 Hz). L�analyse spectrale des tracés EEG par la

méthode de transformée de Fourier met en évidence un changement de profil de l�éveil avec une

diminution de densités de puissance spectrale pour les bandes de fréquences rapides et une

augmentation pour les bandes de fréquences lentes.
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La persistance des puissances spectrales de l�éveil après infection à T. b. brucei est en faveur de la

préservation des structures à l�origine des rythmes corticaux rapides avec cependant un dérèglement

en relation avec une activité spectrale diminuée en bandes de fréquences rapides et augmentée en

fréquences lentes.

Les ondes β et γ caractéristiques de l'éveil attentif sont recueillies et générées au moins en partie au

niveau du néocortex (Freeman et Van Dijk, 1987 ; Bouyer et coll. 1987 ; Ahissar et Vaadia, 1990 ;

Bressler, 1990). Llinas et coll. (1991) ont en effet rapporté que les neurones de la couche IV

corticale possèdent la propriété intrinsèque d'engendrer des potentiels d'action rythmiques de

fréquence comprise entre 10 et 50 Hz. Des neurones spécifiques de cette couche, «neurones à 40 Hz

», GABAergiques, oscillant dans les bandes β et γ pourraient coordonner les populations locales de

neurones pyramidaux et engendrer le rythme rapide détecté par l'EEG. Des neurones thalamo-

corticaux et réticulaires thalamiques présentent également une fréquence de décharge voisine de 40

Hz et pourraient contribuer à la genèse des ondes β et γ (Pinault et Deschênes, 1992). Enfin, d'autres

structures impliquées dans l'éveil pourraient déclencher ou moduler ces oscillations rythmiques. Le

télencéphale basal, l'hypothalamus postérieur, les systèmes cholinergiques mésopontins,

noradrénergiques du locus coeruleus, sérotoninergiques du raphé et la formation réticulée

mésencéphalique pourraient également contribuer à la genèse des rythmes rapides puisque des

enregistrements électrophysiologiques in vitro et in vivo ont montré que l'oscillation à 40 Hz au

niveau du thalamus peut être modulée par des afférences ascendantes cholinergiques et

aminergiques (Pinault et Deschênes, 1992). La diversité des structures et réseaux impliquée dans

l�apparition des rythmes corticaux de veille ne permet pas de caractériser une zone définie d�atteinte

en rapport avec le changement de profil spectral de veille.

Les neurones cholinergiques du télencéphale basal envoient des projections diffuses au cortex et

aux noyaux thalamiques (Mesulam et coll. 1983 ; Woolf et Butcher, 1986 ; Levey et coll. 1987). La

stimulation électrique de ces neurones cholinergiques est éveillante et sa lésion par l'acide

iboténique entraîne l'apparition d'ondes lentes chez le rat (Buzsaki et coll. 1988). L'enregistrement

de l'activité unitaire des neurones de cette structure a révélé qu'une majorité de neurones sont actifs

pendant l'éveil. La lésion des réseaux neuronaux cholinergiques du téléencéphale basal pourrait

expliquer les troubles de l�éveil observés et constituer une hypothèse de travail.

La stimulation électrique de l'hypothalamus postérieur augmente l'éveil. Sa lésion chimique ou

électrolytique est responsable de l�apparition d�une hypersomnie accompagnée d'ondes lentes chez

le chat (Sallanon et coll. 1988 ; Denoyer et coll. 1991). Cette structure synthétise l'histamine, que de

nombreuses données pharmacologiques désignent comme un neurotransmetteur capable de stimuler
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l'éveil (Lin et al. 1986 ; 1988 ; 1990 ; McCormick et Williamson, 1989 ; McCormick, 1992). Ce

neurotransmetteur dépolarise les neurones relais au niveau du thalamus favorisant ainsi la

transmission des informations sensorielles vers le cortex (McCormick et Williamson, 1991). Enfin,

certains neurones enregistrés dans l�hypothalamus postérieur et possédant les mêmes

caractéristiques électrophysiologiques que les neurones histaminergiques, présentent une activité

tonique pendant l'éveil qui diminue au cours du sommeil (Vanni-Mercier et coll. 1984).

L�hypothèse d�une atteinte de l�hypothalamus postérieur au travers du réseau de libération et de

projection de l�histamine peut être avancée. A notre connaissance aucune étude n�a porté sur

l�histologie des neurones synthétisant l�histamine et le dosage éventuelle de cette substance. 

L�atteinte de la formation réticulée mésencéphalique (FRM) et de ces projections sur les neurones

thalamo-corticaux pourrait également être avancée. Les neurones se projettent massivement sur les

noyaux thalamiques mais pas directement sur le cortex chez le chat et le rat (Jones et Yang, 1985 ;

Satoh et Fibiger, 1986 ; Smith et coll. 1988 ; Steriade et coll. 1988). La stimulation des neurones de

la FRM déclenche un éveil prolongé, probablement par une action excitatrice sur les neurones

thalamo-corticaux (Steriade et Glenn, 1982). Le ou les neurotransmetteurs responsables ne sont pas

identifiés formellement.

Les neurones des noyaux raphé dorsal et médian en majorité sérotoninergiques, projettent sur

l'ensemble du cerveau antérieur, en particulier sur le cortex, le thalamus et l'hypothalamus (Bobillier

et coll. 1976 ; Vertes, 1991). Leur activité unitaire régulière de type métronome (pacemaker)

pendant l'éveil, diminue pendant le SL, et s'arrête pendant le SP (McGinty et Harper, 1976 ; Trulson

et Jacobs, 1979). La concentration extracellulaire de sérotonine, évaluée par microdialyse au niveau

du noyau raphé dorsal et de la FRM, est maximale pendant l'éveil, diminue pendant le SL et devient

minimale pendant le SP (Iwakiri et coll. 1993 ; Portas et Mccarley, 1994). Le profil de

concentration mesurée par voltamètrie différentielle est équivalent pour l'acide 5

hydroxyindolacétique (5-HIAA) (Cespuglio et coll. 1990 ; Houdouin et coll. 1991). ln vitro, ce

neurotransmetteur est capable de moduler l'excitabilité des neurones corticaux et thalamiques par

différentes modalités d�action en fonction du type de cellule et des récepteurs 5-HT considérés

(excitation/inhibition simple ou facilitation voltage-dépendante). Cet ensemble très complexe de

modulations semblerait aboutir à une augmentation du rapport « signal sur bruit » des neurones

relais, susceptible d'améliorer le traitement des informations corticales pendant l'éveil (McCormick,

1992). Les noyaux du raphé pourraient avoir un effet neuromodulateur pendant l'éveil, en cela leur

atteinte pourrait expliquer les troubles de l�éveil des rats infectés.
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L�atteinte des  neurones mésopontins cholinergiques peut également constituer une piste de

recherche. Les neurones cholinergiques du tegmentum latérodorsal de Castaldi et du tegmentum

pédonculopontin se projettent sur les différents noyaux thalamiques chez le chat et le rat (Woolf et

Butcher, 1986; Hallanger et coll. 1987 ; Paré et coll. 1988 ; Smith et coll. 1988 ; Steriade et coll.

1988). L'acétylcholine favoriserait la désynchronisation corticale et inhiberait l'apparition des

fuseaux par deux actions complémentaires : un effet nicotinique dépolarisant les neurones relais

thalamo-corticaux (McCormick et Prince, 1987), et un effet muscarinique inhibiteur sur les

neurones du noyau réticulé thalamique à l'origine des fuseaux (McCormick et Prince, 1986). Enfin,

chez le chat, la concentration extracellulaire d'acétylcholine évaluée par microdialyse dans le cortex

et l'hippocampe, augmente pendant l'éveil et le SP par rapport au SL, et confirme le rôle de ce

neurotransmetteur dans la désynchronisation corticale (Marrosu et coll. 1995).

Le noyau du locus coeruleus est constitué essentiellement de neurones noradrénergiques qui

envoient des projections diffuses dans l'ensemble du SNC et en particulier vers le cortex et le

thalamus (Jones, 1985). La déplétion de la noradrénaline par l'α-méthyl-para-tyrosine entraîne une

diminution de la désynchronisation corticale (King et Jewette, 1971). Enfin, l'enregistrement de

l'activité unitaire des neurones présumés noradrénergiques contenus dans cette zone, révèle qu'ils

déchargent de façon lente et régulière pendant l'éveil calme, et que leur fréquence de décharge

augmente sous l'influence des stimuli extérieurs. En revanche, leur activité diminue au cours de

l'endormissement et du SL pour s'arrêter complètement pendant le SP (McCarley et Hobson, 1975 ;

Aston-Jones et Bloom, 1981 ; Foote et coll. 1983 ; Jacobs, 1985). La noradrénaline induit une

dépolarisation des neurones corticaux et une inhibition des noyaux réticulés thalamiques, facilitant

ainsi le transfert des informations vers le cortex cérébral (McCormick et Prince, 1988 ; McCormick

et Williamson, 1989). Le réseau noradrénergique du locus coeruleus peut également avoir des

répercutions sur l�éveil et expliquer les troubles observés dans notre étude. 

7.2. Atteinte du sommeil lent

L�augmentation drastique du nombre d�épisodes de sommeil lent s�accompagne d�une diminution

limitée mais néanmoins significative de la durée moyenne de ces épisodes. Cette observation peut

s�expliquer par une optimisation des processus en rapport avec le déclenchement du sommeil.

L�augmentation importante de SL observée en phase terminale de la maladie est principalement due

à l�augmentation du nombre d�épisodes de SL puisque la diminution de la durée moyenne de ces

épisodes bien que significative, apparaît modérée. 
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Le sommeil lent se caractérise par une activité corticale dite synchronisée. Au cours du SL, l'EEG

est de basse fréquence et de haut voltage (de l'ordre de 10 µV). Les ondes δ (0.4 à 2.5 Hz)

prédominent, entrecoupées de fuseaux (ondes de 7 à 14 Hz d'une durée de quelques secondes).

L�enregistrement des fuseaux dans les noyaux intralaminaires du thalamus chez le chat ayant subit

une décortication bilatérale et une section au niveau de la partie rostrale du tronc cérébral a

démontré la genèse thalamique de ces ondes (Morison et Bassett, 1945). Les fuseaux observés au

cours du SL sont engendrés au niveau du thalamus puis transmis vers le cortex. L'ablation totale du

cortex laisse apparaître des fuseaux intacts dans le thalamus, tandis qu'à l'inverse, la lésion du

thalamus supprime ce rythme dans le cortex (Morrison et Bassett, 1945 ; Villablanca, 1974). Plus

précisément, le générateur des fuseaux semble être le noyau réticulé thalamique, puisque ce noyau

isolé in vivo présente toujours des oscillations à 7-14 Hz (Steriade et coll. 1987), tandis que sa

destruction supprime les fuseaux corticaux (Steriade et coll. 1985). Cette oscillation rythmique

pourrait provenir de l'activité intrinsèque "pacemaker" des neurones réticulés thalamiques

GABAergiques, probablement grâce à l'activation d'un courant calcique à bas seuil, qui se

propagerait aux neurones relais thalamo-corticaux puis au cortex (Steriade et Llinas, 1988 ;

Steriade, 1992 ; 1993). Ces cellules imposeraient ainsi aux neurones thalamocorticaux, via des PPSI

(potentiels post-synaptiques inhibiteurs) une inhibition rythmique bloquant le transit des

informations sensorielles vers le cortex (Steriade, 1990).

L'origine exacte des ondes δ n�est pas clairement définie. Il a été suggéré que cette activité lente

résulterait de l'addition des EPSP et des IPSP des neurones corticaux (Rappelsberger et coll. 1982),

parmi lesquels des neurones de la couche V qui pourraient décharger en bouffées de potentiels

d'action à une fréquence proche du rythme δ (Agmon et Connors, 1989 ; Chagnac-Amitai et coll.

1990 ; Silva et coll., 1991). Les ondes lentes, également détectées dans les structures subcorticales,

apparaissent être générées dans le néocortex puisqu�elles persistent après lésions bilatérales du

thalamus et disparaissent après néodécortication (Jouvet, 1962 ; Stériade et coll., 1988 et 1993).

Cependant, d'autres structures sous corticales sont mises à contribution. L'apparition du SL et des

ondes lentes nécessite l'arrêt des systèmes activateurs ascendants situés dans la formation réticulée

mésencéphalique, et dépend de l'intégrité du système sérotoninergique des noyaux du raphé dorsal

et médian ainsi que des neurones de l'aire préoptique.

L�apparition d�ondes lentes hypersynchrones anormales et la diminution concomitante des fuseaux

de sommeil des rats infectés peuvent s�expliquer par la perturbation des réseaux neuronaux qui

contribuent à la génération et à la régulation du SL, en particulier le groupe constitué du cortex et

du noyau réticulé du thalamus. Des études complémentaires préciseraient si les changements
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qualitatifs observés sont en relation avec des lésions fonctionnelles des réseaux thalamo-corticaux

et/ou une altération de l�intégrité du noyau réticulé thalamique La diminution de densité de

puissance spectrale observée dans notre modèle spécifiquement en sommeil lent appuie cette

hypothèse d�atteinte des connexions  et /ou des structures thalamo-corticales.

 La perturbation de la structure du sommeil lent (SL) intéressant le nombre et la durée des

d�épisodes SL et la disparition des grapho-éléments spécifiques de cet état s�accompagnent d�une

hypersomnie tardive observée en phase terminale de la maladie. Les structures et réseaux impliqués

dans la régulation du SL pourraient faire l�objet de dommages aggravés en fin de vie.

La 5-HT serait impliquée dans les mécanismes d'apparition du SL. Il a été montré que les fibres 5-

HT de 1'hypothalamus proviennent des noyaux antérieurs du raphé (Bobillier et coll., 1976 ; Vertès,

1991 ; Sakai et coll., 1990). L'administration de 5-hydroxytryptophane (5-HTP), le précurseur

immédiat de la sérotonine, diminue la latence d'apparition du SL et du SP (Wojcik et coll. 1980).

L'injection intratissulaire de 5-HTP, précurseur de la sérotonine, dans 1'hypothalamus antérieur

induit l'apparition du SL et du SP chez l'animal prétraité à la p-CPA (para-chlorophénylalanine)

(Denoyer et coll., 1989). La facilitation du SL par la sérotonine pourrait s'exprimer au niveau de

l'aire préoptique puisque dans le modèle du chat rendu insomniaque par la pCPA, l'administration

locale de 5 HTP dans cette structure rétablit le sommeil (Denoyer et coll. 1989). La sérotonine

libérée pendant l'éveil stimulerait la synthèse de peptides facilitant le sommeil, comme le

corticotropin-like-intermediate-lobe peptide (CLIP), la dimethyl-α-melanocyte-stimulating hormone

(des-α-MSH) ou le vasoactive intestinal peptide (VIP) (Chastrette et coll. 1990 ; El Kafi et coll.

1994). Le lien entre ces différents peptides, leurs actions spécifiques et les cibles potentielles restent

encore à établir, cependant le noyau raphé et la sérotonine peuvent expliquer les perturbations

rencontrées, notamment l�augmentation de la proportion de SL et l�apparition d�endormissement

direct en SP (SOREMP). Ainsi, l'atteinte du raphé dorsal dans sa composante sérotoninergique

pourrait apporter une explication à la favorisation  du SL et des SOREMP des rats infectés. Ce point

sera abordé ultérieurement dans la discussion.

L�aire préoptique est une structure impliquée dans l'apparition du sommeil lent. La stimulation

électrique de la région préoptique engendre des ondes lentes corticales accompagnées d'un

comportement de sommeil (Sterman et Clemente, 1962). Le neurotransmetteur impliqué dans la

facilitation du SL par les neurones de l'aire préoptique, pourrait être le GABA (Lin et coll., 1989 ;

Kitahama et coll., 1989 ; Gritti et coll. 1994). La stimulation électrique ou chimique par des

agonistes cholinergiques, de l'aire préoptique et de la bande diagonale de Broca engendre du SL

accompagné d'ondes lentes corticales (Sterman et Clemente, 1962 ; Hernandez-Peon et Ibarra,
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1963). De plus, la lésion chimique ou électrolytique bilatérale de la région préoptique supprime le

sommeil pendant environ trois semaines chez le chat (McGinty et Sterman, 1968 ; McGinty, 1969 ;

Szymusiak et McGinty, 1986 ; Sallanon et coll. 1989 ; Szymusiak et Satinoff, 1985) et augmente

fortement la quantité d'éveil (Szymusiak et Satinoff, 1985). Cette dernière caractéristique est en

faveur de l�intégrité de la région préoptique des rats infectés au cours de la trypanosome

expérimentale.

7.3. Perturbations intéressant les mécanismes de déclenchement du SP

Les tracés enregistrés en SP ne présentent pas de perturbation aussi bien à l�étude qualitative que

quantitative. Seul le déclenchement du SP apparaît perturbé avec l�apparition de transition directe

Eveil- SP. 

Le SP se caractérise par une activité électrique corticale constituée de fréquences rapides et de bas

voltage, presque identique à celle de l'éveil, et par des ondes θ hippocampiques. Les données

expérimentales de transections complètes avec éviction des structures rostrales au pont, ont montré

que les structures essentielles à la genèse des phénomènes phasiques et toniques du SP sont

localisées dans le tronc cérébral inférieur (Jouvet, 1962, 1965). En effet, la destruction de

l'ensemble des structures rostrales au pont n'affecte pas l'expression des mouvements oculaires, de

l'atonie musculaire et des pointes PGO caractéristiques du SP (Jouvet et Michel, 1959 ; Jouvet,

1962). Les structures exécutives du SP sont ainsi localisées dans le tronc cérébral à l'exception de

l'hypothalamus postérieur qui semblerait être impliqué dans les phénomènes d'activation corticale.

Par la suite, des neurones spécifiquement actifs (SP-on) ou inactifs (SP-off) pendant le SP ont été

identifiés. Les neurones SP-off, présents dans les noyaux monoaminergiques du tronc cérébral et de

l'hypothalamus, représentent les systèmes permissifs alors que les neurones SP-on sont liés aux

systèmes exécutifs et sont localisés au niveau du tegmentum pontique dorsal (McGinty et coll. 1974

; Sakai, 1985 ; 1985 ; 1989). L'apparition du SP est interprétée comme la conséquence de

l'interaction de ces deux réseaux, soit par une inhibition réciproque des systèmes SP-on et SP-off

(Sakai, 1985 ; 1985 ; 1989), soit par une action inhibitrice directe des neurones SP-off sur les

neurones SP-on, lesquels agiraient progressivement en retour sur les neurones SP-off au cours du

SP, jusqu'au retour de l'éveil (Hobson et coll. 1974 ; 1975).

Le SP apparaît lorsque les systèmes permissifs sérotoninergiques sont complètement silencieux

(Fornal et Jacobs, 1988) et que l�activité des neurones noradrénergiques situés dans le tronc cérébral

inférieur est réduite (Jacobs, 1985).
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Les neurones de la partie ventrolatérale et dorsolatérale de l'hypothalamus postérieur présentent une

fréquence de décharge augmentée pendant l'éveil et le SP par rapport au SL (Vanni-Mercier et coll.

1984 ; Sakai, 1991) et pourraient donc jouer un rôle dans la désynchronisation corticale observée

pendant le SP. L�hypothalamus postérieur pourrait être une cible potentielle expliquant les

perturbations du système de déclenchement du SP.

La lésion électrolytique bilatérale de la substance grise périaqueducale (PAG) et d'une partie de la

formation réticulée pontomésencéphalique est responsable d�une hypersomnie en SP et en SL

pendant près d�une semaine (Petitjean et coll. 1975). De plus, l'injection de muscimol dans la partie

ventrolatérale de la PAG induit une augmentation importante de SP qui indique que cette structure

pourrait exercer une influence inhibitrice vis à vis de cet état de sommeil (Sastre et coll., 1996). La

facilitation du SP anormale dans notre étude pourrait être en faveur d�une atteinte de la PAG.

Les neurones cholinergiques du tegmentum pontique, impliqués dans la désynchronisation corticale

pendant l'éveil, pourraient aussi jouer un rôle actif pendant le SP. En particulier, des neurones

spécifiques du tegmentum pontique possèdent une décharge tonique rapide pendant l'éveil, qui

ralentit pendant le SL et s'accélère à nouveau pendant le SP (neurones de type 1 rapide ou type 1-

R), d'autres possèdent un profil de décharge similaire, avec cependant des fréquences plus lentes

(neurones de type 1 lent). Enfin, une autre population de neurones baptisée « PGO-on », située dans

cette région, possède une activité électrique corrélée aux décharges d'ondes PGO (Sakai, 1985). Les

neurones de type 1-R et PGO-on possèdent les caractéristiques électrophysiologiques des neurones

cholinergiques (El Mansari et coll. 1989 ; 1990). Les neurones cholinergiques du tegmentum

pontique au travers d�une perturbation des populations neuronales existantes au sein de cette

structure pourrait expliquer l�apparition abusive anormale de SP. Le trypanosome et /ou les agents

de la réponse immunitaire pourrait mettre à mal l�intégrité de ces neurones ainsi que leurs réseaux

de connexions et d�interrelations. 

Les neurones du complexe coeruléen se projettent sur le thalamus et l'hypothalamus (El Mansari et

coll. 1990) et pourraient participer aux mécanismes de désynchronisation corticale observés pendant

le SP. De plus, la lésion du noyau périlocus α supprime l'atonie musculaire caractéristique du SP

(Jouvet et Delorme, 1965 ; Henley et Morrison, 1974 ; Sastre et Jouvet, 1979 ; 1981 ; Sakai et coll.

1981). Ce noyau contient des neurones SP-on qui pourraient, chez le chat, projeter sur les noyaux

magnocellulaires et parvocellulaires bulbaires inhibiteurs des motoneurones (Sakai et coll. 1979 ;

1981 ; Hancock et Fougerousse, 1976). La microscopie électronique a par ailleurs permis d'observer

des contacts synaptiques entre les neurones du périlocus α et les neurones réticulospinaux de la

formation réticulée ponto bulbaire, responsables de l'atonie musculaire chez le chat (Nakamura et



144

coll. 1990). La facilitation du SP au cours de la trypanosome expérimentale pourrait venir d�une

activité accrue anormale des neurones SP-on des noyaux périlocus α et subcoeruleus. 

Les noyaux réticulés parvocellulaire et magnocellulaire bulbaires projettent sur la formation

réticulée mésencéphalique, l'hypothalamus postérieur et le thalamus (Steriade et coll. 1984 ; Sakai

et coll. 1990), ainsi que sur les motoneurones crâniens (Fort et coll. 1989, 1990) chez le chat. Chez

le rat, les neurones glycinergiques des noyaux gigantocellulaires, structure équivalente au noyau

magnocellulaire du chat se projettent sur les motoneurones crâniens et spinaux (Holstege et

Bongers, 1991 ; Rampon et coll. 1996). Ces neurones pourraient être responsables de l'atonie

musculaire pendant le SP car la stimulation du noyau magnocellulaire chez le chat, entraîne une

hyperpolarisation des motoneurones spinaux (Soja et coll. 1991). De plus, ce noyau contient des

neurones de type 1-R et d'autres, présentant une décharge lente régulière pendant l'éveil, qui

s'accélère pendant le SL et surtout pendant le SP (type II) (Steriade et coll. 1984 ; Sakai, 1991). Le

processus de déclenchement du SP défaillant au cours de l�infection pourrait également provenir

d�une perturbation des noyaux réticulés parvocellulaires et gigantocellulaires.

Des études complémentaires sur notre modèle permettraient de conclure si les perturbations

observées sont dues à un système de maintien de l�état de veille défaillant et/ou un effet facilitateur

sur le système de déclenchement du sommeil à ondes lentes, par action directe sur les neurones

concernés ou indirectement au travers des processus médiés par les cytokines. L�étude de l�intégrité

des neurones SP-on et SP-off des structures SP-on et SP-off préciserait l�origine du processus

anormal facilitateur de déclenchement du SP.

8. Hypotheses avancees dans la comprehension des troubles

observes

La diminution de la prise alimentaire et les perturbations du cycle veille-sommeil peuvent présenter

de multiples causes liées d�une part à la présence du parasite dans le SNC et d�autre part à l�action

des agents immunitaires formés au cours de l�infection. Ainsi chaque acteur du réseau régissant le
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comportement de prise alimentaire et l�alternance veille-sommeil peut constituer une cible

potentielle d�atteintes perturbatrice ou lésionnelle. En raison de la multiplicité des intervenants

inhérents à chaque système physiologique aboutissant à la réponse comportementale (prise

alimentaire et sommeil), la perturbation des résultats de l�étude sera discutée à la lumière des

données neuropathologiques et histologiques expérimentales et cliniques de la THA. 

8.1. Les cibles potentielles du SNC

8.1.1. Arguments en faveur de l�atteinte de l�hypothalamus

Chez la majorité des mammifères, les rythmes circadiens sont imposés par un système complexe :

l'horloge biologique interne (Murphy et Campbell, 1996 ; Mick et Jouvet, 1993 ; Moore, 1993).

L'élément central est un petit groupe de quelques milliers de neurones situé dans 1'hypothalamus

antérieur, en arrière du chiasma optique, formant le noyau suprachiasmatique (NSC) (Meijer &

Rietveld, 1989). Sa destruction provoque une disparition irréversible des rythmes circadiens de

l'alternance veille sommeil, de l'activité locomotrice (Refinetti et coll., 1994) ou de la rythmicité

endocrinienne. Ce noyau agit à la manière d�un pacemaker qui par son activité propre et via ses

connexions, entraîne les différents rythmes. Jouant un role prédominant en tant que principal

générateur des rythmes circadiens (Moore, 1983), le NSC est synchronisé par la lumière au travers

d�afférences directes provenant de la rétine (Meijer et Rietveld, 1989). L'alternance lumière

obscurité est transmise au NSC par des fibres nerveuses rétino-hypothalamiques, issues de neurones

rétiniens spécifiques. Les afférences géniculo-hypothalamiques jouent également un rôle très

similaire mais d�une importance moindre. Dans certaines pathologies avec destruction de la rétine,

cette faculté de se recaler sur l'alternance jour-nuit disparaît déterminant une évolution en libre

cours des rythmes circadiens. La mélatonine sécrétée par l'épiphyse joue également un rôle

régulateur (Cassone et coll., 1993). Le NSC est actuellement considéré comme un chef d'orchestre

dirigeant plusieurs oscillateurs qui calqueraient leurs activités sur la sienne. Des études conduites de

lésions spécifiques ont indiqué que le NSC est impliqué dans la régulation du cycle veille-sommeil

chez le rat (Ibuka et coll., 1977), et que l�action du NSC pourrait être altérée au cours de la

trypanosomose (Lundkvist et coll., 1998).

L�implication d�un dysfonctionnement hypothalamique, en particulier du NSC pourrait expliquer la

dysrythmie circadienne de l�alternance veille-sommeil mise en évidence dans notre étude. Un autre
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argument vient appuyer l�hypothèse de l�atteinte spécifique du NSC. La réduction de la densité de

puissance spectrale dans la bande de fréquence delta exclusivement en sommeil lent observée dans

notre modèle est en faveur de la lésion de ce noyau. En effet, une étude de l�analyse spectrale des

tracés EEG après lésion spécifique du NSC montre une réduction significative de la puissance EEG

delta intéressant uniquement le sommeil lent, constituant la caractéristique majeure de la lésion du

NSC (Bergmann et coll., 1987).

Chez les rongeurs, il a été montré que le trypanosome envahit les organes circumventriculaires

précocement durant l�infection et est détecté dans l�éminence médiane de l�hypothalamus

(Schultzberg et coll., 1988). L�antigène de classe I du complexe majeur d�histocompatibilité est

produit durant l�infection dans les noyaux paraventriculaires et supraoptiques hypothalamiques

(Schultzberg et coll., 1989). En plus de cette caractéristique pathologique, l�expression du gène

précoce c-fos est dérégulée pendant le cycle veille-sommeil dans le noyau suprachiasmatique (NSC)

de l�hypothalamus chez les rats trypanosomés (Bentivoglio et coll., 1994). Ce facteur régulateur de

la transcription est activé chez l'animal sain par la stimulation lumineuse au cours de la phase

d'activité de l'animal, surtout dans la partie ventrolatérale du NSC qui reçoit l'essentiel des fibres

rétino-hypothalamiques (Earnest et Olschowska, 1993). Le mécanisme physiopathologique de ce

dérèglement n�est pas clairement défini. La prédominance des lésions inflammatoires à la base du

crâne et la présence de trypanosomes proche de l'hypophyse peuvent être évoquées. Il a été

récemment démontré que l�activité post-synaptique spontanée du NSC est fortement diminuée en

fréquence chez des rats infectés par T. b. brucei (Lundkvist et coll., 2002) ce qui suggère une

altération sélective de la transmission synaptique glutamatergique.

L'hypothalamus joue un rôle clé dans la régulation de la prise alimentaire. Bien que l'hypothalamus

n'opère pas de façon autonome dans le contrôle de la prise alimentaire, il joue un rôle primordial en

effectuant des ajustements quantitatifs et qualitatifs appropriés de la prise alimentaire et des appétits

spécifiques en réponse aux informations sensorielles et métaboliques complexes qu'il reçoit et qui

sont fonction de l'état nutritionnel de l'organisme. Il intègre les informations nerveuses provenant

des structures limbiques ou du tronc cérébral et les informations humorales par des récepteurs à

différentes hormones et métabolites. Les aires hypothalamiques ventromédianes (VMH), latérales

(LHA) et le noyau paraventriculaire (PVN) sont plus particulièrement impliquées. Des lésions du

PVN augmentent la prise de nourriture (Leibowitz et coll., 1981) et l'injection de peptides

anorexigènes dans cette structure inhibe la prise de nourriture (Morley, 1987). Le VMH et le LHA

contiennent des neurones qui sont sensibles à des variations de certains facteurs métaboliques,

comme la glycémie, et qui participent à la régulation de la prise de nourriture et au maintien de

l'équilibre énergétique (Oomura, 1988). Les neurones sensibles au glucose de l'hypothalamus latéral
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diminuent leur activité après une application éléctrophorétique de glucose, contrairement aux

neurones glucorécepteurs de l'hypothalamus ventromédian qui ont une activité accrue dans les

mêmes conditions. Ces deux types de neurones hypothalamiques sont également sensibles à une

grande variété de facteurs solubles dont le taux plasmatique peut varier au cours de l�infection :

acides gras libres, acides aminés, intermédiaires métaboliques (corps cétoniques), peptides et

hormones (Oomura, 1983). Ils répondent en particulier à l'insuline, le glucagon, la calcitonine, la

sérotonine et les opioïdes (Morley, 1987 ; Plata-Salaman et coll., 1986). 

L�atteinte de l�hypothalamus, de ses voies de communication ou des informations sensorielles et

métaboliques qu�il reçoit pourrait expliquer la dysrythmie circadienne de la veille et du sommeil

ainsi que la diminution de prise alimentaire qui prend effet à des dates post-infection comparables. 

8.1.2. Atteinte du noyau raphé dorsal

Le rat infecté par T. b. brucei présente un dérèglement de l'activité du proto-oncogène c-fos dans le

NSC (Peng et coll., 1994 ; Bentivoglio et coll., 1994b) et une altération d�activité synaptique

glutamatergique de ce noyau (Lundkvist et coll., 2002).

Une lésion spécifique du NSC est en fait responsable de la perturbation de l�alternance veille-

sommeil de 24h  (Mouret et coll., 1978; Rusak et Bina, 1990) et de la perte de sa rythmicité

circadienne (Ibuka et Kawamura, 1975). Cependant, les patients atteints de la maladie du sommeil

présentent une réversibilité de leur perturbation des rythmes circadiens après traitement, ce qui

implique une absence de perte neuronale au moins au stade avancé de l�infection (Buguet et coll.,

1989). Une telle réversibilité de l�atteinte des rythmes circadiens de l�alternance veille-sommeil a

été démontrée chez le rat après lésion du noyau raphé dorsal (Coindet et coll., 1979). L�implication

du raphé dorsal dans la THA est fortement appuyée par les travaux de Okomo-Assoumou et coll.

(1995), qui ont mis en évidence une dégénération des fibres sérotoninergiques périventriculaires

chez le rat infecté après injection intracérébroventriculaire d�anticorps antitryptophane-like

circulants de patients trypanosomés.

Les caractéristiques électrophysiologiques de patients trypanosomés en phase méningo-

encéphalitique ont facilité une approche explicative mécanistique des dysfonctionnements. Le fait

que les troubles du sommeil s'amendent après traitement n'est pas en faveur d'une destruction de

l'horloge biologique, mais d'une altération de son fonctionnement par un mécanisme encore

inconnu. Aussi, l�apparition systématique de phases d'endormissement en sommeil paradoxal est en
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faveur d'une atteinte du raphé dorsal, probablement dans sa composante sérotoninergique qui

possède des projections vers les neurones à Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) du NSC.

L'existence d'anticorps anti-tryptophane-like, capables de provoquer une dégénérescence des fibres

sérotoninergiques lorsqu'ils sont injectés dans les ventricules latéraux chez le rat (Okomo-

Assoumou et coll., 1995), vient étayer cette hypothèse. 

La présence d�endormissement direct en sommeil paradoxal (SOREMP) chez notre population de

rats trypanosomés pourrait également s�expliquer par la perturbation du noyau raphé dorsal

sérotoninergique. Au travers de l�inhibition des neurones sérotoninergiques (Cespuglio et coll.,

1981a) ou de la diminution de la libération de sérotonine (Cespuglio et coll., 1990; Houdouin et

coll., 1991), le noyau raphé dorsal est largement impliqué dans le déclenchement du SP (El-Kafi et

coll., 1994). Le VIP (vasoactive intestinal peptide) des neurones du NSC reçoit des profections

directes de cette structure sérotoninergique (Aghajanian et coll., 1969; Bosler et Beaudet, 1985).

Cette observation renforce l�hypothèse récente de l�implication du système sérotoninergique ou de

ces voies de communication avec le NSC dans la physiopathologie de la THA (Buguet, 1999).

8.1.3. Anomalies métaboliques

Les neurotransmetteurs catécholaminergiques ou indolaminergiques intervenant dans les

mécanismes du sommeil sont synthétisés à partir d'acides aminés précurseurs, le tryptophane pour

la sérotonine et la tyrosine pour la dopamine (DA), la L-dopa et la noradrénaline (NA).

Les trypanosomoses expérimentales s'accompagnent de modifications dans le métabolisme des

acides aminés aromatiques. Les campagnols infectés avec T. b. brucei présentent une diminution

importante de la tyrosine et du tryptophane sériques alors que les taux des acides aminés alanine et

proline sont augmentés (Newport et coll., 1977). Des modifications dans le contenu des acides

aminés ont été constatées dans le cerveau (tyrosine), le foie (tyrosine) et le muscle squelettique

(thréonine, glutamate, valine, tyrosine) des campagnols infectés par T. b. gambiense (Newport et

Page, 1977).

Ces modifications représenteraient une réponse de l'hôte à l'infection parasitaire et/ou seraient liées

au métabolisme particulier du trypanosome, en particulier l�absence de mitochondrie fonctionnelle

au stade trypomastigote. Elles pourraient retentir sur la synthèse de certains neurotransmetteurs

impliqués notamment dans les voies du sommeil.
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8.1.3.1. Perturbation de la sérotonine

Le rôle important des indolamines dans les mécanismes du sommeil chez les mammifères a conduit

à l�étude des voies métaboliques du tryptophane et de la sérotonine au cours des trypanosomes. Les

parasites sont capables de métaboliser le tryptophane en deux métabolites : le tryptophol (indole-3-

éthanol) et l'indole-3-lactate (Stibbs et Seed, 1973). Il a été suggéré que le tryptophol produit par les

parasites localisés dans le SNC pourrait être responsable du syndrome comportemental observé

dans la maladie du sommeil (Tizard et coll., 1978).

Une baisse importante de la sérotonine a été observée dans le tronc cérébral, le thalamus et

l'hypothalamus (Stibbs, 1984, Stibbs et Curtis, 1987). Cependant, l'acide hydroxyindole acétique

(HIAA), catabolite de la sérotonine ne présente pas d�augmentation dans les régions considérées.

Une altération du transport neuronal de la sérotonine peut être envisagée. Le catabolisme de la

sérotonine en hydroxytryptophol peut également expliquer l'absence d�augmentation de HIAA dans

la région concernée. Le métabolisme du tryptophane par le parasite qui le transforme en tryptophol

et en indole-3-acétate et de l'hydroxytryptophane en hydroxytryptophol peuvent également

contribuer à la baisse de la synthèse de sérotonine. L'ensemble de ces données montre que le

métabolisme du tryptophane est perturbé dans les trypanosomoses africaines (Vincendeau et coll.,

1999).

Une étude réalisée par Ormerod et Hussein (1986) a montré que l'infection par les trypanosomes

peut aboutir à une destruction des plexus supraépendymaires. De plus, l'infection par les

trypanosomes conduit à une diminution significative de la sérotonine dans la région constituée par

le cerveau moyen, le thalamus et l'hypothalamus (Amole et coll., 1989) et à l'expression d'Ag de

classe 1 du CMH au niveau des noyaux supraoptiques et paraventriculaires de l'hypothalamus,

favorisant l'implication de ce dernier dans cette affection. Ces données suggèrent qu�une

perturbation peut se manifester en amont de la voie de la neurotransmission sérotoninergique,

notamment au niveau du pool libre du tryptophane ou de la transmission du signal sérotoninergique

à l'hypothalamus. Ces perturbations peuvent ainsi avoir une incidence sur la synthèse des facteurs

hypnogènes dont l'induction est sous le contrôle de l'innervation sérotoninergique.

Les perturbations de la sécrétion de sérotonine peuvent être à l�origine des altérations de la veille et

du sommeil observées dans notre modèle. Chez le rat, le traitement avec de la p-CPA, antagoniste

spécifique de la sérotonine réduit la densité spectrale dans la bande de fréquence delta (1.25- 4 Hz)

en sommeil lent (Tobler et Borbely, 1982). L�analyse spectrale menée lors de notre étude a montré

une diminution de la puissance EEG delta intéressant le sommeil lent. La diminution de sérotonine
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cérébrale retrouvée dans les trypanosomoses expérimentales pourrait expliquer cette réduction de

puissance delta spécifique (Stibbs, 1984). 

L'identification d�Ac anti-tryptophane-like au stade tardif des trypanosomoses souligne la présence

de perturbations antigéniques dans les voies de neurotransmission sérotoninergique (Okomo-

Assoumou et coll., 1995a). La nature exacte des lésions tissulaires et l�incidence de la présence

d�Ac anti-tryptophane-like traduisant le mécanisme d'altération du soi ne sont pas clairement

identifiés. 

Dans le système nerveux central de mammifères, le système sérotoninergique occupe une

localisation anatomique stratégique. La majorité des neurones sont localisés dans les noyaux du

raphé du tronc cérébral lesquels envoient des terminaisons nerveuses à travers les zones

hypothalamiques. Plusieurs travaux (Leibowitz, 1978 ; Leibowitz et coll., 1981 ; Eiden et

Brownstein, 1981) ont proposé les noyaux paraventriculaires comme site d'action spécifique des

systèmes aminergiques sur les régulations de la prise alimentaire. La technique de microinjection

intrahypothalamique des agents sérotoninergiques (Leibowitz et coll., 1988) à des rats ayant des

canules chroniques révèlent les effets puissants et sélectifs de la stimulation sérotoninergique

centrale sur les séquences alimentaires et le choix des aliments à des doses plus faibles que celles

utilisées en injection intrapéritonéale ou intraventriculaire. L'hypothalamus reçoit et intègre des

afférences venant des différentes sources reflétant l'état nutritionnel de l'organisme. Des études

récentes démontrent le rôle régulateur de la sérotonine en suggérant qu'elle est responsable de la

réponse alimentaire à des facteurs liés au rythme circadien (Leibowitz et coll. 1989), à l'exercice

(Chaouloff et coll. 1989), à la cholécystokinine (Stallone et coll. 1989) et au contrôle du poids

corporel (Gardier et coll., 1989 ; Collin et coll., 2002).

De nombreuses investigations pharmacologiques faisant appel à des agonistes ou antagonistes

(Shor-Posner et coll. 1985 ; 1986 ; Weiss et coll. 1990  ; 1991 ; Leibowitz et coll. 1988 ; 1990 ;

1993) permettent de penser que la sérotonine peut jouer un rôle modulateur de l'appétit, en

produisant des effets toniques plutôt que des changements brusques et rapides. Ainsi, la diminution

spécifique de la sérotonine au cours de la trypanosomose pourrait constituer un argument fort

expliquant non seulement les désordres de l�alternance veille-sommeil  mais également la

diminution de prise alimentaire en deuxième semaine post-infection.
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8.1.3.2. Autres perturbations

La fonction dopaminergique a également fait l�objet d�un nombre restreint de recherche faisant

appel à différents modèles animaux. Les résultats obtenus sont pour la plupart contradictoires. Dans

le noyau caudé de rats infectés par T. b. gambiense, une augmentation de la dopamine (DA) et une

diminution de 3, 4-dihydroxyphenylacetic (DOPAC), métabolite de DA sont observées (Stibbs,

1984a). Ces constatations suggèrent fortement une dépression du turnover de dopamine. Cependant,

une étude complémentaire menée chez le lapin avec T. b. gambiense révèle une élévation des taux

de DA et de DOPAC au niveau de la région pontique et médullaire, appuyant l�hypothèse d�une

synthèse et d�un métabolisme accrus du système dopaminergique (Stibbs, 1984b). Chez la souris

infectée par T. b. gambiense, les taux de DA et d�acide homovanillique (HVA), métabolite majeur

de DA sont augmentés dans de nombreuses structures cérébrales, en particulier le striatum,

indiquant une libération importante de DA (Amole et coll., 1989). Le niveau élevé de HVA pourrait

être en relation avec une activation non-spécifique de monoamine oxydase (MAO) par le parasite

et/ou un de ces composés produits. 

La perturbation de la fonction dopaminergique peut également être en cause dans les troubles

observés dans notre modèle, cependant le nombre limité d�études et la contradiction de certains

résultats ne permettent pas d�affiner la compréhension des mécanismes mis en jeu.

8.2. Mécanismes mis en jeu

8.2.1. Rupture de la barrière hémato-encéphalique

La barrière hémato-encéphalique (BHE) est constituée d'un réseau très spécialisé de cellules

endothéliales vasculaires reliées entre elles par des jonctions serrées, unissant les parois latérales de

ces cellules vasculaires spécifiques. La BHE au niveau capillaire est composée d'une monocouche

de cellules endothéliales, la membrane basale vasculaire, et du prolongement des astrocytes. Ces

derniers qui ont une forte capacité de phagocytose jouent le rôle de seconde ligne de défense en

association avec la membrane basale. 

Les cellules endothéliales de la BHE constituent les interfaces sang/parenchyme cérébral,

parenchyme cérébral /LCR, et LCR/sang. La protection du SNC est assurée par la présence des
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jonctions serrées à forte résistance, l'absence de pores et l�existence d'enzymes et de systèmes de

transport sélectifs qui garantissent l�intégrité et la spécificité des échanges. 

Au cours de la THA, la perméabilité capillaire augmente, associée à une fragilité des vaisseaux.

(Goodwin et Hook, 1968 ; Goodwin, 1971 ; Schmidt et Bafort, 1987 ; Philip et coll., 1994). Les

mécanismes menant à l'altération de la BHE ne sont pas clairement définis. Les conséquences de la

libération massive de certains facteurs inflammatoires et de leurs probables interactions avec la

THA pourraient aboutir à des modifications intracellulaires des cellules nerveuses ou conduire à des

mécanismes de toxicité cellulaire, pouvant expliquer les lésions observées caractéristiques de la

pathologie du SNC au cours de la THA. L'altération de la BHE pourrait avoir pour origine la perte

des cellules endothéliales ou la modification de leurs caractéristiques de surface et ainsi faciliter

l'entrée de molécules néfastes à l�intégrité des neurones et de leur fonctionnement.

Le parasite, par l'intermédiaire des facteurs qu'il sécrète (Tizard et coll., 1978) ou de la pression

mécanique qu�il peut exercer par mouvements perturbateurs associés à sa mobilité pourrait rendre

compte de la rupture de la BHE. Par ailleurs, il a été montré que T. congolense peut adhérer à la

surface des cellules endothéliales par des composants localisés à la surface de son flagelle. Une

interaction directe du trypanosome et des composants cellulaires de la BHE, en particulier les

cellules endothéliales peut influer sur leur état physiologique, stimuler leur prolifération (Hemphill

et coll., 1994) et être à l�origine de l�altération de la BHE. Cette propriété n�est cependant pas

partagée pour l�ensemble des espèces de trypanosomes (Hemphill et Ross, 1995).

Un second mécanisme de perturbations de la BHE au cours de la THA peut être envisagé via

l�interaction des leucocytes et des cellules endothéliales. De nombreuses pathologies neurologiques

s�accompagnent d�une infiltration de leucocytes dans le SNC : lymphocytes dans l�encéphalite

autoimmune expérimentale (Hickey et coll., 1991), polynucléaires neutrophiles dans l�ischémie et

les traumatismes cérébraux (Feuerstein et coll., 1994). Le passage de ces cellules peut entraîner une

atteinte de la BHE et une augmentation concomitante de la perméabilité (Westland et coll., 1999).

Le recrutement des lymphocytes intracérébraux nécessite la coopération entre l�endothélium

vasculaire central et le lymphocyte par l�intermédiaire de molécules d�adhésion et de cytokines

(Couraud, 1994 ; Fabry et coll., 1994). Ainsi, sous l�action de divers stimuli tels que l�IL-1β, TNF-α

et IFN-γ et/ ou de l�interaction directe avec les leucocytes, les cellules endothéliales sont activées.

Ces cellules sont alors en mesure d�acquérir des molécules d�adhésion, les molécules du CMH de

classe I et II (Bourdoulous et coll., 1993) ou d�augmenter leur expression (Wong et Dorovini-Zis,

1992) mais également de sécréter des cytokines (Fabry et coll., 1994). Cette modification

phénotypique et métabolique des cellules endothéliales permet aux lymphocytes activés d�adhérer à
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la paroi de l�endothélium qui facilite leur passage trans-endothélial. Les lymphocytes activés

peuvent ainsi migrer, interagir avec les cellules du SNC et sécréter des cytokines in situ. Les

cellules endothéliales cérébrales activées par le même mécanisme agissent sur l�activité des

astrocytes périvasculaires et des cellules microgliales (Couraud, 1994).

L'hypothèse la plus probable à la rupture de la BHE repose sur l'effet préjudiciable de médiateurs

libérés au cours de l'inflammation (Cerami et Beutler, 1988). L'IL-1, l�IL-6 et le TNF-α produits au

niveau central et périphérique (De Vries et coll., 1996), ainsi que les prostaglandines produites dans

le SNC (Alafiatayo et coll., 1994b) peuvent également avoir des effets néfastes sur les cellules

endothéliales. La production de prostaglandines D2 dans le LCR ou de cytokines comme le TNF-α

est particulièrement élevée au cours de la THA et peut participer à l'altération des cellules

endothéliales, et ainsi à la rupture de la BHE (Alafiatayo et coll., 1994).

D'autres médiateurs sécrétés par le trypanosome dont la synthèse est perturbée au cours de la THA,

peuvent intervenir. Protéases, acides aminés aromatiques, acides gras saturés (Hambrey et coll.,

1981) présentent une forte pathogénécité. Une activité endotoxinique a également été associée à la

présence du parasite (Alafiatayo et coll., 1993 ; Pentreath et coll., 1994). Les LPS sont en effet

potentiellement actifs sur les cellules endothéliales, comme ceci a été montré au cours de

méningites bactériennes accompagnées de la rupture de la BHE (Dascombe et Milton, 1979 ;

Tunkel et coll., 1991). 

8.2.2. Passage du parasite dans le SNC

La première explication envisageable de nos résultats repose sur le franchissement de la barrière

hémato-encéphalitique par le parasite et/ou par les agents immunocompétents produits au cours de

l�infection. Il a été proposé que l�évènement majeur impliqué dans la pathologie de l�infection à T.

brucei reposait sur la lésion des plexus choroïdes, avec infiltration du trypanosome dans l�espace

stromal et l�altération possible de l�épithélium (Pentreath, 1994). Ces perturbations ont été décrites

dans différentes études après infection par T. b. gambiense, T. b. rhodesiense chez le rongeur et le

primate (Van Marck et coll., 1981b ; Rudin et coll., 1983 ; Schmidt, 1983), et avec T. b. brucei chez

la souris (Keita et coll. 1997). Le parasite a de cette manière accès au LCR et ainsi, au travers de

l�espace sous-arachnoïdien, aux extensions périvasculaires (espaces de Virchow Robin) qui

s�étendent dans le cerveau. Le trypanosome pourrait ainsi pénétrer dans le parenchyme cérébral.

Pour le modèle rongeur, le parasite entre sélectivement dans les zones qui présentent une BHE

réduite tels que l�area postrema et les organes circumventriculaires très précocement après infection
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(Schultzberg et coll., 1988). Mulenga et coll. (2001) ont récemment observé chez le rat infecté par

T. b. brucei AnTat 1.1 E la présence de parasites dans le parenchyme cérébral dès le douzième jour

post-infection, la majorité de ces parasites étant confinés dans les vaisseaux sanguins cérébraux.

Au niveau du système nerveux central, la pathogénie de la maladie est encore mal cernée. Chez

l'homme, il n'a jamais été mis en évidence de parasites dans le parenchyme cérébral, ni de lésions

neuronales. Des lésions non spécifiques sont rapportées : infiltrations de cellules inflammatoires

dans l'arachnoïde et autour des vaisseaux dans le parenchyme cérébral péri-ventriculaire, présence

de cellules de Mott caractéristiques de l�atteinte trypanosomale. Une démyélinisation peut être

observée dans les formes les plus évoluées. Ces observations sont issues de pièces d'autopsies

provenant de patients morts en phase tardive de la maladie à l'occasion d'une infection intercurrente,

ou de patients décédés suite au traitement arsenical.

Aucune observation n'ayant été décrite en phase précoce de la maladie, seules les trypanosomoses

expérimentales peuvent fournir des éléments histologiques aidant à la compréhension des

mécanismes d�atteinte du SNC (Chirimwami et coll., 1988a). Les parasites sont retrouvés dans le

SNC dès les premiers jours après infection de la souris par T. b. rhodesiense, essentiellement dans

la substance blanche (corps calleux, fornix, commissure antérieure), plus rarement dans la substance

grise (hippocampe, noyaux sous-corticaux) rarement dans le cortex. La population parasitaire

diminue régulièrement à partir de la première semaine pour se résumer à quelques formes

dégénérées après 3 à 4 semaines. Aucune réaction gliale ou mésenchymateuse n'est retrouvée

(Schmidt et Bafort, 1987).

Les expérimentations menées avec T. b. gambiense et T. b. brucei, dont la pathogénie est proche de

la forme Ouest africaine de la THA, présentent de fortes similitudes. Dans un modèle murin infecté

à T. b gambiense (Van Marck et coll., 1983), les parasites sont constamment retrouvés dans les

plexus choroïdes, accompagnés d'une infiltration de cellules inflammatoires, de dépôts

d'immunoglobulines, en particulier IgG et IgM et d�une accumulation de fraction C3 du

complément. Des formes intracellulaires dans les cellules épendymaires de l'épithélium des plexus

choroïdes sont décrites en microscopie électronique chez la souris infectée par T. b. brucei (Rudin

et coll., 1983 ; Abolarin et coll., 1986). Dans le modèle murin infecté par T. b. brucei, ce dernier est

retrouvé dans les plexus choroïdes, mais également dans différentes structures où la BHE est

absente.

Des rapprochements ont été opérés faisant le lien entre les différentes localisations observées et les

manifestations cliniques de la maladie : dysesthésie et hyperesthésie pour les ganglions de la corne

postérieure de la moelle, céphalées et nausées pour l'area postrema, perturbations endocriniennes
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pour 1'hypophyse et 1'hypothalamus (Schultzberg et coll., 1988). Il est cependant difficile

d'extrapoler ces liens structure-fonction à l'homme quant à la pénétration du parasite dans le SNC,

étant donné la diversité des observations faites dans les différents modèles murins. Des lésions de la

BHE, objectivées par le passage d'un colorant ainsi que l�apparition d�un �dème vasogénique, ont

été décrites dans un modèle similaire (Philip et coll., 1994). Des antigènes du complexe majeur

d'histocompatibilité de type I (CMH-I) ont été observés à la surface de neurones hypothalamiques

impliquant un contact de ces neurones et des cellules immunitaires ayant probablement bénéficiées

de la lésion de la BHE.

Chez le rat infecté par T. b. gambiense, l'invasion du SNC est décrite comme une atteinte précoce

de la dure-mère puis de l'hypophyse suivie de la rupture de l'arachnoïde par les phénomènes

inflammatoires. Ces altérations sont suivies de l�invasion du parenchyme à partir des espaces sous

arachnoïdiens via les espaces périvasculaires du tronc cérébral et du mésencéphale (Chirimwami et

coll., 1988b). Dans ce modèle d'infection chronique, l'invasion se fait sans véritable rupture de la

BHE, mais par lésion de l'arachnoïde et passage dans la neurohypophyse. Les altérations des plexus

choroïdes sont rares et tardives, leurs invasions pourraient dépendre de la valeur de parasitémie,

plus limitée dans ce modèle. L'inflammation est représentée par une infiltration de cellules

inflammatoires et des lésions de type méningite parfois diffuses mais plus précoces et

prédominantes à la base du crâne comme cela a été décrit chez l'homme. Une gliose apparaît pour

des stades plus évolués de la trypanosomose expérimentale.

8.3. Facteurs mis en jeu

8.3.1. Produits libérés par le Système Immunitaire

La THA s�accompagne d�une production excessive de cytokines révélée au sein même du SNC.

Une importante astrogliose est observée au cours de la phase nerveuse de la THA chez l'homme

(Adams et coll., 1986) et chez l'animal (Anthoons et coll., 1989 ; Keita et coll., 1997, 2000). Chez

des souris infectées par T. b. brucei, les astrocytes sont activés et les transcrits de cytokines telles

que l'IFN-γ, l�IL-6, l�IFN-γ, TNF-α sont produits (Hunter et coll., 1991 ; 1992b), conduisant aux

réactions inflammatoires décrites au niveau cérébral. En raison de leurs propriétés les apparentant

aux macrophages (Fontana et coll., 1984 ; Hellendal et coll., 1997), les cellules microgliales sont

impliqués dans de nombreux processus inflammatoires du SNC (Hayes et coll., 1987). Les
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astrocytes pourraient ainsi être responsables des lésions inflammatoires observées, par

l�intermédiaire de la synthèse de cytokines.

Astrocytes et microglie stimulent la réponse lymphocytaire T helper d'une façon différente. Les

cellules microgliales activent aussi bien Th1 que Th2, alors que les astrocytes semblent plus actifs

sur les cellules Th2 (Aloisi et coll., 1998). Elles réagissent à la présence de LPS et d'IL-1 (Lee et

coll., 1993). De plus, les cellules astrocytaires et microgliales peuvent exprimer la NOSi et produire

du NO chez la souris. Chez l'homme, la production de NO n'est détectée que dans les astrocytes

stimulés par 1'IL-1 et l'IFN-γ (Simmons et Murphy, 1992 ; Lee et coll., 1993 ; Peterson et coll.,

1994 ; Liu et coll., 1996).

En présence de T. b. brucei ou de ses facteurs solubles, les astrocytes et fibroblastes en culture

produisent des prostaglandines, en particulier PGE2 et PGD2 (Alafiatayo et coll., 1994). La

production de PGE2 par les astrocytes en présence d 'Il-1 souligne l�intervention de ces cellules

dans les mécanismes menant à l'altération de la BHE.

Des composants du trypanosome peuvent induire in vitro une astrogliose (Pentreath et coll., 1994).

Il a été récemment montré que le TLTF induit également l'expression d'IFN-γ dans les cellules

gliales de rat (Eltayeb et coll., 2000).

8.3.1.1. Les cytokines

Les cytokines périphériques sont capables d'agir sur différentes structures cérébrales de façon

directe ou indirecte par l'intermédiaire d�un second messager. Elles peuvent par conséquent avoir

des effets biologiques qui concourent au maintien de l'homéostasie et à la défense du SNC. Par

ailleurs, la présence des cytokines au sein du SNC à l'état basal ou après divers stimuli renforce

leurs rôles possibles dans le SNC. Et, bien que les fonctions de ce pool central ne soient pas

complètement comprises, les cytokines d'origine cérébrale pourraient participer à différentes

réponses lors de perturbations spécifiques du SNC notamment dans les traumatismes crâniens ou les

stress physiques en plus de répondre aux signaux provenant du système immunitaire (SI)

périphérique.

Le premier des rôles biologiques des cytokines est la défense de l'organisme en plus de la

communication intercellulaire. Elles participent également à la modulation de systèmes

neuroendocriniens tels que l'axe hypothalamo-hypophyso-cortico-surrénalien ou l'axe gonadique, au

contrôle de fonctions neurovégétatives autonomes comme la fièvre ou la régulation de la pression

artérielle, et à des motivations comme la prise de nourriture, le sommeil ou l'activité d'exploration.
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Au niveau cellulaire, les cytokines peuvent agir comme médiateurs trophiques et/ou toxiques, et

modifier directement les fonctions spécifiques des cellules nerveuses, aussi bien leur activité

électrique que leur capacité à libérer des neurotransmetteurs. Nous aborderons certains de ces points

avec une attention particulière sur le rôle direct des cytokines sur la prise alimentaire et l�activité

veille-sommeil.

8.3.1.1.1. Dysrégulation du réseau des cytokines dans la THA

Au sein du SNC, les astrocytes ont un rôle immunitaire qui a été largement démontré dans les

trypanosomoses expérimentales. Chez la souris infectée par T. b. rhodesiense ou T. b. gambiense,

l�activation précoce des astrocytes précède l'apparition des cellules inflammatoires (Hunter et coll.,

1992). De nombreuses cytokines ont été détectées dans le SNC, telles que l�IL1-α, le Macrophage

Inflammatory Protein-l (MIP-l), le TNF-α, l�IFN-γ, l�IL-6 (Hunter et coll., 1991, 1992). Leurs effets

centraux sont variés : agitation ou confusion pour l'IL-l, fièvre, asthénie, nausée pour l'IL-l, l'IL-6,

le TNF-α (Schobitz et coll., 1994). Certaines ont une activité somnogènique propre (IL-l, TNF-α,

IFN-γ) (Krueger et Majde, 1995 ; Krueger et coll., 1995 ; Sri Kantha, 1994). Une augmentation

importante de l'expression des récepteurs CMH I et II à la surface des astrocytes activés en culture

par des composants de T. b. brucei a également été détectée (Pentreath et coll., 1994). Le rôle des

complexes immuns retrouvés à des taux élevés dans le THA, en particulier dans le LCR, n'est pas

clairement défini. Ils pourraient participer aux dépôts d'Ig et de C3 observés dans le cerveau

d'animaux infectés, par fixation de ces complexes et activation du complément (Poltera, 1980). Leur

contribution à la pathogénie de la maladie est difficile à évaluer. De même, des taux élevés

d'endotoxines d'origine parasitaire ou bactérienne sont retrouvés (Alafiatayo et coll., 1993 ;

Pentreath, 1994). Leur capacité à stimuler la sécrétion de diverses cytokines, en particulier

proinflammatoires, en fait des acteurs probables des troubles observés dans l'affection.

Au cours de la THA, des macrophages périphériques, des lymphocytes, d�autres types de cellules

inflammatoires recrutées dans le SNC durant l�inflammation, et des cellules endogènes

phagocytaires du SNC peuvent produire de l�IL-1 et d�autres cytokines, spécifiquement en réponse

à l�atteinte du SNC (Fontana et coll., 1982). T. b. brucei est connu pour être un inducteur potentiel

de nombreuses cytokines au propriété anorexigène, par l�intermédiaire de l�activation des

macrophages. L�interleukine IL1-β des macrophages activés (Askonas, 1984), l�interféron IFN-α/β

et l�IFN-γ sont précocement  libérés dans le sérum au cours de l�infection (Bancroft et coll., 1983).

Des transcrits ARN pour le TNF-α (Tumor Necrosis Factor), l�IL-1 et l�IL-4 ont été observés dans

les astrocytes pendant l�infection (Hunter, 1992).
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Au niveau du SNC où il est normalement absent, le TNF-α ou cachectine peut provoquer de la

fièvre, une asthénie ainsi qu�une confusion mentale à forte dose (Schobitz et coll., 1994). En

culture, des anticorps anti-TNF-α favorisent la multiplication des trypanosomes (Okomo-

Assoumou, 1995b). Le TNF-α présente également des effets délétères, comme cela a été montré

dans le choc endotoxinique ou le neuropaludisme où son taux sérique est corrélé à la mortalité. Le

TNF-α est présent à des taux sériques élevés chez l'homme trypanosomé, et il existe une corrélation

entre le taux sérique de TNF-α et la sévérité clinique de la maladie (Okomo-Assoumou et coll.,

1995b). Ce taux diminue rapidement après traitement trypanocide.

L'IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire sécrétée par les macrophages, les cellules B et les

cellules Th2, en réponse à la présence de TNF-α. Son rôle est de contrebalancer les effets néfastes

de l'inflammation, en diminuant la production de TNF-α et d'IFN-γ. Des taux élevés d'IL-10 sont

retrouvés dans la THA, ils diminuent rapidement après le traitement (Rhind et coll., 1997). 

Dans la trypanosomose expérimentale, l�administration de lysats solubles de trypanosomes induit la

sécrétion de TNF-α murin. Ce TNF-α est responsable de la trypanolyse directe et/ou de l�inhibition

de la croissance du parasite (Kongshavin et Ghadirian, 1988). En opposition, l�effet anti-parasitaire

est aboli par le co-traitement avec des anticorps neutralisant anti-TNF-α (Magez, 1993).

Les souris développant une méningo-encéphalite secondaire à l�inoculation de T. b. brucei

présentent une activation astrocytaire qui est corrélée à l�augmentation d�ARNm pour l�IL-1 et le

TNF-α dans des homogénats de cerveau (Hunter et coll., 1991 et 1992).

8.3.1.1.2. Effet des cytokines inflammatoires sur le comportement

alimentaire 

 Alors que ces résultats mettent en exergue un rôle positif du TNF-α dans le contrôle du

trypanosome, une sévère anémie et une cachexie sont les causes majeures de mort dans la

trypanosomose bovine. Toutes deux sont liés à la production excessive de TNF-α (Cerami et coll.,

1992). De plus, la perte de poids de rats infectés par T. b. brucei AnTat 1.1 E est corrélée avec

l�expression en ARNm de cytokines pro-inflammatoires IL1-β et TNF-α (Quan et coll., 1999).

Dans ce cadre, il est tentant d�attribuer au TNF-α un rôle dans la perte de poids prononcée que nous

observons. Dans la THA, les concentrations en TNF-α circulant sont significativement augmentées

chez les patients infectés par T. b. gambiense (Reincke et coll., 1994 et 1998). Okomo-Assoumou 
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et coll. (1995b) ont rapporté une élévation du TNF-α plasmatique chez des patients infectés par T.

b. gambiense, augmentation corrélée avec la sévérité de l�atteinte clinique. Pour autre argument,

Rhind et coll. (1997) ont observé une élévation chronique du taux de TNF-α circulant chez les

patients à un stade avancé de l�atteinte en phase méningo-encéphalitique à T. b. gambiense.

Il est maintenant connu que l�IL1-β, l�IFN-γ et le TNF-α diminuent la prise alimentaire par une

action au niveau de l�hypothalamus (Plata-Salaman, 1988 ; 1989). Ce phénomène pourrait être lié à

un effet direct sur les neurones glucose-sensitifs (Plata-Salaman et coll., 1988) ou indirecte au

travers de la stimulation de la synthèse des prostaglandines E2 hypothalamiques (Dinarello et coll.,

1986) qui pourraient en retour stimuler la libération de CRF (Corticotropin Releasing Factor)

hypothalamique, un neuropeptide endogène anorexigène (Uehara et coll., 1989a). Une étude

électrophysiologique suggère fortement  que la diminution de prise alimentaire dépendrait d�une

action inhibitrice sur les neurones glucose-sensitifs de l�aire hypothalamique latérale et d�une

stimulation de cette même population neuronale dans l�hypothalamus ventromédial (Plata-Salaman,

1995).

La perte de poids des animaux domestiques infectés par des trypanosomes, quelle que soit la souche

rencontrée est bien connue. Bien que cette caractéristique ait été rapportée chez le rat infecté par T.

b. brucei Antat 1.1 E (Kristensson et coll., 1998) ou par T. b. gambiense (Nishimura, 2001) et le

lapin infecté par T. b. brucei (Toth et coll., 1994), la rapidité et la brutalité du changement de poids

et de prise alimentaire que nous avons observées, n�ont jamais été décrites.

Les maladies infectieuses et inflammatoires sont accompagnées de profondes modifications de l'état

métabolique de l'hôte et d'une diminution de la prise alimentaire. Cette anorexie peut aboutir à une

cachexie et, dans les cas les plus extrêmes, provoquer la mort par déficit énergétique. Les cytokines

sont des médiateurs endogènes importants de l'anorexie développée par les animaux malades.

Comme la fièvre, l'hypophagie peut être bénéfique au moins à court terme puisque la recherche de

nourriture et la digestion des aliments ingérés nécessitent de l'énergie et comportent le risque

d'augmenter les concentrations plasmatiques de certains éléments ou métabolites indispensables à la

croissance bactérienne, comme le zinc et le fer. Elle permettrait ainsi de réduire la mortalité due à la

présence d'agents pathogènes (Hart, 1988). Il a été démontré que forcer des souris infectées avec

Listeria monocytogenes à ingérer la même quantité de nourriture que des souris saines entraîne une

augmentation de mortalité (Murray et Murray, 1979).

Les effets anorexiques des cytokines ont été mis en évidence dès l'obtention de ces molécules sous

forme recombinante. L'administration d'un pyrogène exogène, le LPS, diminue la prise alimentaire

(Cerami et coll., 1985 ; McCarthy et coll., 1984 ; Kent et coll., 1992a ; Langhans et coll., 1993 ;
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Plata-Salaman et Borkoski, 1993). L'IL1-α et l'IL1-β sont également anorexigènes, qu'ils soient

administrés par voie périphérique ou centrale, de manière unique ou répétée (McCarthy et coll.,

1985 et 1986 ; Plata-Salaman et coll., 1988 ; Uehara et coll., 1989b ; Hellerstein et coll., 1989 ;

Crestani et coll., 1991 ; Kent et coll., 1992b, 1996 et 1994 ; McCarthy et Daun, 1992 ; Shimomura

et coll., 1992 ; Langhans et coll., 1993 ; Plata-Salaman, 1994). Il en va de même pour le TNF-α

(Plata-Salaman et coll., 1988 ; Socher et coll., 1988 ; Fantino et Wieteska, 1993) et l'IL-6 (Plata-

Salaman, 1988). Il a été proposé que les cytokines agissent directement sur le SNC pour induire

leurs effets anorexiques en se fondant sur le fait que des doses efficaces par voie

intracérébroventriculaire n'ont aucun effet lorsqu'elles sont injectées en périphérie (Plata-Salaman et

Borkosky, 1993 ; Plata-Salaman et coll., 1988 ; Plata-Salaman, 1992). Ce critère n'est pas suffisant

pour assigner un effet exclusivement central aux cytokines, les deux compartiments n'ayant pas la

même capacité d'absorption de solutés exogènes. De plus, les effets anorexiques de l'IL-1

administrée en périphérie ne sont que partiellement bloqués par l'administration centrale de

l'antagoniste endogène de l'IL-1, l'IL-1ra, alors que les effets de cette cytokine sur l'exploration

sociale sont entièrement bloqués (Kent et coll., 1992c). Ceci démontre que les cytokines

inflammatoires libérées en périphérie, du moins l'IL-1, ont des cibles centrales et systémiques pour

induire leurs effets anorexiques. 

Les cytokines présentent également des effets anorexiques en administration chronique bien qu'un

phénomène de tolérance soit observé dans la plupart des cas. L'administration répètée à des souris

d'IL1-α recombinante murine, pendant 5 jours, provoque une inhibition marquée de la prise de

nourriture, surtout au cours de la phase nocturne (Ottemess et coll., 1988). Les effets sur la prise

alimentaire s'atténuent à partir du 4ème jour. Une tolérance a également été observée chez le rat

ayant reçu de l'IL1-β recombinante humaine en perfusion continue (Mrosovsky et coll., 1989 ;

Weingarten et coll., 1992 ; Busbridge et coll., 1993 ; Jhala et Baly, 1994). Le TNF-α provoque

l'apparition rapide d'une tolérance en administration répétée ou continue (Fraker et coll., 1988 ;

Socher et coll., 1988), malgré l�ambiguïté des résultats (Tracey et coll., 1988) et la méconnaissance

des facteurs responsables de ces divergences. Par ailleurs, un effet dose spécifique d�une cytokine

donné est mis en évidence. Ainsi, l'IL1-β recombinante humaine agit à des doses beaucoup plus

faibles que l'IL-6 recombinante humaine pour inhiber la prise de nourriture après une injection

intracérébroventriculaire (icv) (Plata-Salaman, 1988).

De nombreuses observations permettent de penser que les effets des cytokines sur le comportement

alimentaire sont spécifiques. Ainsi, la prise de nourriture est atténuée surtout pendant la phase

nocturne qui est la phase d'hyperphagie physiologique (Ottemess et coll., 1988 ; Plata-salaman,

1988). Chez le rat, l'IL-1 voit ses effets anorexiques atténués par la restriction alimentaire



161

(Mrosovsky et coll., 1989). Ceci suggère que l'IL-1 abaisse le point de consigne de la masse

corporelle, à l'inverse de son action sur la température corporelle. De plus, une dissociation évidente

entre fièvre et anorexie dues aux cytokines a été démontrée. Chez la souris, l'IL-1 inhibe la prise de

nourriture à des doses dix fois plus faibles que celles qui sont nécessaires pour induire une fièvre

(Moldawer et coll., 1988). D'autre part, l'injection centrale d'un supernageant monocytaire humain

contenant de l'IL-1 ou l'administration de LPS entraîne une fièvre sans bloquer la prise de nourriture

chez des rats préalablement privés (McCarthy et coll., 1985). De plus, chez le rat, l'administration

d'antipyrétiques n'élimine pas l'anorexie induite par l'injection périphérique de LPS (McCarthy et

coll., 1984). D'autre part, la baisse de l'activité locomotrice induite par l'IL-1 n'est pas un facteur

essentiel pour expliquer les effets anorexiques de cette cytokine (Ottemess et coll., 1988). La

réponse anorexique de l'animal aux cytokines semble être une «réponse physiologique» puisque les

effets des cytokines sur la prise alimentaire sont plus marqués chez les animaux jeunes ou adultes

par rapport aux animaux âgés (Hellerstein et coll., 1989).

L'effet des cytokines sur le comportement alimentaire semble donc être un phénomène spécifique,

bien défini et organisé. La compréhension de cette action passe par la connaissance des cibles et

intermédiaires tissulaires, cellulaires et moléculaires des cytokines inflammatoires. 

Les cibles centrales des effets anorexiques des cytokines restent encore mal connues. Les cytokines

agissent sur les structures cérébrales impliquées dans la régulation du comportement alimentaire, et

plus particulièrement sur l�aire ventro-médiane et latéral de l�hypothalamus. Les cytokines

modulent l'activité électrique des neurones ventromédians de la même manière que le glucose,

cependant elles agiraient sur d'autres neurones non impliqués dans la régulation de la prise de

nourriture (Oomura, 1988 ; Kuriyama et coll., 1990). La fréquence de décharge des neurones gluco-

sensibles de l'hypothalamus latéral qui chute sous l'effet du glucose est diminuée spécifiquement par

l'application électrophorétique d'IL1-β et de TNF-α (Oomura, 1988 ; Plata-Salaman et coll., 1988).

Ceci suggère l'existence de sites spécifiques de l'action du TNF-α et de l'IL-1 dans cette région du

cerveau. L'IL-l pourrait être interprétée comme un signal de satiété par le cerveau. Actuellement,

bien que des neurones chémo-sensibles aient été décrits, notamment dans les noyaux dorso-médian

et paraventriculaire de l'hypothalamus (Fukada et coll., 1984 ; Shiraishi, 1987), les effets des

cytokines sur ces neurones restent inconnus. Les microinjections d'IL1-β à une dose très faible dans

l'aire hypothalamique ventro-médiane suppriment la prise de nourriture avec un laps de temps

comparable à une injection icv (Kent et coll., 1994 et 1996). Ceci suggère que cette structure est un

site d'action central pour les effets anorexiques des cytokines.
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Un ensemble réduit de cytokines inflammatoires, les chemokines médient les phénomènes

inflammatoires qui apparaissent suite à une activation immunitaire. Leur production, sous contrôle

des cytokines pro-inflammatoires (Sticherling et coll., 1995) est précocement abondante dans le

décours des THA expérimentales (Sharafeldin et coll., 2000). Ces composés pourraient participer à

la diminution de prise alimentaire en partenariat avec l�IL-1, le TNF-α et l�IFN-γ.

8.3.1.1.3. Effets sur le comportement d�exploration et sur l�activité

locomotrice

L�animal malade montre un désintérêt pour tout ce qui l�entoure, aussi bien pour les autres

individus que pour le milieu de vie en général. Cette perte d�intérêt fait partie des réponses

adaptatives à l�infection (Hart, 1988).

La diminution de l�activité locomotrice des rats infectés de notre étude pourrait s�expliquer par la

libération massive de cytokines pro-inflammatoires observée pendant la phase terminale de la

maladie. En effet le TNF-α et l�IL-1 sont reconnus pour diminuer l�activité locomotrice spontanée

(Bianchi et coll., 1992 ; Fiore et coll., 1998). De plus, l�injection intrapéritonéale de TNF-α affecte

l�exploration sociale, directement ou par l�intermédiaire de la libération d�autres cytokines (Bluthé

et coll., 1994).

L�IL-1 et le LPS inhibent le comportement d�exploration sociale (Crestabi et coll., 1991 ; Bluthé et

coll., 1991a, 1991b, 1992a). L�IL-1 agirait au niveau du système nerveux central pour induire ces

effets. Les doses d�IL1-β efficaces en administration centrale sont 1000 fois plus faibles que celles

utilisées par injection systémique pour obtenir un effet comparable (Bluthé et coll., 1991b). D�autre

part, les effets d�une injection périphérique d�IL-1 sont totalement bloqués par l�administration icv

de l�antagoniste IL1-ra (Kent et coll., 1992a). Les effets de l�IL-1 sur ce comportement sont

dépendants des prostaglandines puisqu�ils sont bloqués par l�injection d�indométhacine (Crestani et

coll., 1991).

La réduction du comportement exploratoire face à un environnement nouveau peut être reproduite

par l�administration de cytokines inflammatoires, comme l�IL1-α (Spadaro et Dunn, 1990). La

même étude montre que l�activité locomotrice de l�animal n�est pas complètement abolie par le

traitement. De façon intéressante, on observe aussi que l�inhibition de l�activité locomotrice chez la

souris semble indépendante de la baisse de la prise de nourriture après l�administration d�IL-1 : la

baisse de l�activité locomotrice est observée même pendant la période de tolérance pour les effets

anorexiques (Oterness et coll., 1988). De façon générale, les cytokines ont de forts effets inhibiteurs

sur l�activité locomotrice spontanée de l�animal (Bianchi et coll., 1992).
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8.3.1.1.4. Influence des cytokines sur l�activité veille-sommeil 

L'activité veille-sommeil peut être modifiée lors de pathologies. La somnolence et l�augmentation

de la durée du sommeil à ondes lentes sont souvent observées lors des maladies infectieuses (Kent

et coll., 1988 ; Toth et Krueger, 1988). L'infection induit le sommeil chez l'hôte, essentiellement

caractérisé par du sommeil lent (SL). Ainsi, l�administration de LPS augmente la durée du SL

(Krueger et coll., 1986). Les cytokines produites en quantité pendant ces états infectieux peuvent

être à l'origine de variations de la vigilance et contribuer aux modifications du sommeil décrites au

cours de la pathologie. Les cytokines peuvent perturber le sommeil après injections périphérique et

centrale (Krueger et coll., 1984 ; Shoham et coll., 1987 ; Borbely et Tobler, 1989)

Les exacerbations cliniques aiguës sont associées à une augmentation du sommeil similaire à celle

observée durant les atteintes microbiennes aiguës induites par différents organismes. Les altérations

du sommeil en relation avec l�infection et la réponse immunitaire pourraient refléter la production et

la libération des modulateurs immuns endogènes somnogènes comme l�IL-1, l�interféron, et le

TNF-α, qui sont connus pour leur effet somnogène chez le rat et d�autres espèces (Smedley et coll.,

1983 ; Kapas et coll., 1992). 

Les premières données concernant les effets des cytokines sur le sommeil proviennent des études

dans lesquelles des lapins recevaient des extraits d'exsudats péritonéaux de lapins stimulés (Krueger

et coll., 1984). Ces préparations pyrogènes endogènes et contenant de l'IL-l et d'autres cytokines,

injectées en intraveineux ou en intracérébroventriculaire induisaient l'augmentation du SL

accompagnée de fièvre. Des études ultérieures ont montré que l'IL1-β et l'IL1-α recombinantes

humaines présentaient des effets similaires. Les propriétés somnogènes de l'IL-l ont été confirmées

chez le rat (Opp et coll., 1991 ; Tobler et coll., 1984), le chat (Susic et Totic, 1989), le singe

(Friedman et coll., 1995) et chez l'homme (Dinarello, 1991). Des expérimentations plus récentes

indiquent que l'IL-l est également impliquée dans la régulation physiologique du sommeil chez les

animaux sains (Opp et coll., 1992b). Les mécanismes impliqués dans l'action somnogène de l'IL-1

ne sont  pas complètement établis.

La fièvre par elle-même, n'affecte pas la vigilance. L'indépendance de ces deux effets est démontrée

par l�administration d�inhibiteurs de la cyclooxygénase (Kapas et coll., 1991) et de la synthèse

protéique (Krueger et coll., 1984) qui suppriment la fièvre induite par l'IL-1 mais pas le sommei1.

De plus, l'injection d'IL-6 qui induit la fièvre n'induit pas le sommeil et des doses faibles d'IL-1

induisent le sommeil mais pas la fièvre chez le lapin (Opp et coll., 1989).
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L'hypothalamus postérieur et les structures du tronc cérébral ne semblent pas jouer un rôle dans

l'action de l'IL-1 sur le sommeil. De plus, l'action de l'IL-1 sur le sommeil semble indépendante de

molécules comme les prostaglandines (Kapas et coll., 1991), les opioïdes (Kapas et coll., 1993) ou

l'insuline (Kapas et coll., 1991). L'inhibition de la GHRH, hormone induisant le sommeil la mieux

caractérisée (Steiger et coll., 1992) diminue l'effet de l'IL-l sur le sommeil. Au contraire, l'injection

de CRF et de LHRH supprime l'induction du sommeil par l'IL-1. Chez le rat normal, de faibles

doses d'IL-l induisent le sommeil et de fortes doses le suppriment. La destruction néonatale des

neurones à CRH et αMSH du noyau arqué entraîne une forte augmentation de sommeil par l'IL-1.

Ces observations suggèrent que des doses importantes d'IL-l induisent à la fois des mécanismes de

suppression et de promotion. Le CRH et le αMSH pourraient être des facteurs de régulation du

sommeil favorisant une boucle de rétrocontrôle négative sur l'action de l'IL-l.

Les propriétés somnogéniques du TNF-α recombinant humain ont été mesurées chez le lapin et

apparaissent identiques à celles de l'IL-1. L'injection de TNF-α augmente les quantités et l'intensité

du sommeil lent (Shoham et coll., 1987). La réponse induite par le TNF-β est similaire à celle du

TNF-α. L'immunoneutralisation du TNF par l'injection d'anticorps chez le rat ou de protéines

solubles liant le TNF chez le lapin, supprime l'effet du TNF sur le sommeil. Ceci montre le rôle

possible du TNF endogène sur le sommeil spontané. Les mécanismes responsables ne sont pas

totalement compris à ce jour. Mais le TNF pourrait avoir un effet direct sur les neurones de

l'hypothalamus (Opp et coll., 1992a). Cependant, un décalage d'une heure entre l'administration de

TNF et le début de ses effets souligne le fait que d'autres facteurs ou mécanismes pourraient

contribuer à l'effet somnogène du TNF. Des boucles autocrines incluant l'IL-l et le TNF lui-même

pourraient promouvoir l'effet somnogénique du TNF exogène (Opp et coll., 1992a).

Des niveaux élevés de modulateurs immunitaires endogènes comme l�IL-1 et le TNF-α contribuent

probablement aux mécanismes de défense de l�hôte pendant la trypanosomose et pourraient

secondairement médier les manifestations somnogènes tardives de la maladie. De surcroît,

l�augmentation de SL induite par les cytokines connues pour être somnogènes et pyrogènes, comme

l�IL1-β et le TNF-α est maintenant bien décrite (Kapas et coll., 1992). Nous pouvons donc avancer

l�hypothèse d�une augmentation de SL en rapport avec la production de cytokines due à l�infection

par T. b. brucei au dernier stade de la maladie.

Au cours de la THA, des études  ont montré que les concentrations circulantes de TNF-α sont

significativement augmentées chez les patients infectés par T. b. gambiense et que ce dérèglement

du réseau des cytokines est intimement lié aux changements décrits dans les rythmes circadiens

neuroendocriniens (Radomski et coll., 1994 ; Reincke et coll., 1998). Okomo-Assoumou et coll.
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(1995b) ont rapporté que l�augmentation substantielle du TNF-α dans le sérum de patients infectés

à T. b. gambiense est corrélée à la sévérité de l�atteinte.

Parmi les anomalies clinicopathologiques rencontrées, il faut noter une concentration en

prostaglandine D2 élevée dans le LCR (Pentreath et coll., 1990), les prostaglandines étant connues

pour promouvoir le sommeil chez le rat (Ueno et coll., 1983). D'autre part le NO astrocytaire

produit lors de l�infection est capable de stimuler la cyclo-oxygénase conduisant à une production

de prostaglandines (Molina-Holgado et coll., 1995).

8.3.1.2. Les Auto-Anticorps 

Les mécanismes pathogéniques de l'atteinte neurologique de la THA restent mal connus. Ils

pourraient relever d'une composante autoimmune (Poltera, 1980) comme dans le cas de la maladie

de Chagas causée par Trypanosoma cruzi. 

La présence d�autoAc pourrait contribuer à la pathogenèse de l'encéphalite de la trypanosomose.

Leur apparition au cours de la THA pourrait être due à une réactivité croisée entre des déterminants

antigéniques exprimés par le trypanosome et des constituants du SNC pouvant être l'origine d'une

rupture de la tolérance au soi et induire l'apparition de ces autoAc (Rocken et coll., 1992). De tels

mécanismes ont été décrits au cours de la maladie de Chagas (réactivité croisée avec les Ag des

neurones et des astrocytes) (Petry et coll., 1987). Des phénomènes de cytotoxicité (action directe du

parasite ou formation de complexes immuns et activation du complément) entraînant la libération

d'autoantigènes (autoAg) dont le passage bidirectionnel à travers la barrière hématoencéphalique

altérée aboutirait à la mise en présence de ces autoAg et des effecteurs de la réponse immunitaire

(Pentreath, 1989). La stimulation polyc1onale non spécifique des lymphocytes B, induite par le

parasite, amplifierait cette production d'autoAc. La présence de ces autoAc pourrait également

s�expliquer par une réaction dirigée contre des Ag du trypanosome localisés sur les cellules

cérébrales et responsables de l'induction d'une réponse Ac dirigée contre ces cellules (Rifkin et

Landsberger, 1990). Un mécanisme voisin pourrait être représenté par la fixation d'Ag sur la surface

de cellules cérébrales entraînant leur reconnaissance ultérieure (Rifkin et Landsberger, 1990).

Des AC anti-tryptophane (Okomo-Assoumou et coll., 1995a), précurseur de la sérotonine, ont

également été décrits. Ormerod et Hussein (1986) ont montré qu�un stade intracellulaire de

Trypanosoma brucei rhodesiense cause la destruction des cellules épendymaires bordant les
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ventricules cérébraux. Les cellules épendymaires ventriculaires sont intimement associées aux

plexus nerveux qui réagissent spécifiquement avec les anticorps monoclonaux dirigés contre la

sérotonine. De plus, dans les zones ou l�épendyme est atteint, le plexus supra-épendymaire présente

également des destructions et une dégénération rétrograde des neurones sérotoninergiques

provenant du noyau raphé dorsal.

Ces résultats suggèrent fortement que certains changements neurophysiologiques observés au cours

de la trypanosomose pourraient résulter de la présence de ces autoAc, en particulier les désordres de

prise alimentaire, d�activité locomotrice et exploratoire ainsi que les perturbations de l�alternance

veille-sommeil.

8.3.1.3. Le NO

8.3.1.3.1. Perturbation du NO dans la THA

Dans les trypanosomoses, le NO, à la fois acteur important de la réponse immunitaire et de la

neurotransmission au niveau cérébral, joue un rôle souvent controversé dans l'évolution complexe

de la maladie.

Les macrophages activés exercent un effet parasiticide puissant sur le trypanosome via la

production de NO. In vitro, des macrophages de souris stimulés par des LPS bactériens et de l'IFN-γ

ou provenant de souris infectées par le BCG, inhibent la croissance de T. b. brucei et de T. b.

gambiense en culture. Cet effet inhibiteur est annulé par adjonction de N-monomethyl-L-arginine,

inhibiteur spécifique de l'activité des NOS. Enfin, il a été montré que la croissance des parasites

exposés à du NO sous forme gazeuse est également inhibée (Vincendeau et coll., 1992). Cet effet

peut être modulé, voire supprimé par l'adjonction de fer en excès, capable de piéger la molécule de

NO. 

L'origine macrophagique de la production de NO a été confirmée dans des cultures de macrophages

péritonéaux issus de souris infectées par T. b. brucei (Bouteille et coll., 1997). Des ARN messagers

codants pour la iNOS dans 95% à 100% des macrophages ont été mis en évidence par RT-PCR

(reverse transcriptase-polymerase chain reaction) après 12 jours de culture. Le marquage

immunohistochimique des cultures par des anticorps anti-iNOS a confirmé la présence de iNOS

dans les macrophages, au niveau cytosolique. La mesure directe par voltamètrie montrait pour sa

part des taux de NO significativement inférieurs à ceux des cultures de cellules issues d�animaux

sains. Ces résultats sont concordants avec la diminution significative du taux de NO sanguin mesuré
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chez le rat (Buguet et coll., 1996) et la souris (Bouteille et coll., 1997) infectés par T. b. brucei

(70% de la valeur témoin) avec la même méthode de mesure. Enfin, dans un modèle de

trypanosomose bovine (infection à par T. vivax ou T. congolense), Taylor et coll. (1996) ont montré

que les macrophages de bovins infectés produisent significativement moins de NO. Ces résultats

viennent confirmer les travaux de Buguet et coll. (1996) et de Bouteille et coll. (1997). 

L'inhibition de la synthèse de NO, in vivo, conduit à un contrôle de la parasitémie chez les souris

infectées par T. b. brucei (Sternberg et coll., 1994). ln vitro, le NO est un agent trypanostatique

(Vincendeau et coll., 1992), mais des études ont montré son inefficacité à éliminer les trypanosomes

circulants in vivo (Mabbott et coll., 1994).

Les trypanosomes présents dans le flux sanguin semblent protégés de l'effet parasiticide du NO

(Mabbott et coll., 1994). Il a été suggéré que l'hémoglobine capture le NO par l'intermédiaire de ses

noyaux fer, protégeant ainsi le parasite.

Une importante production de NO a été montrée dans le sérum et dans le LCR de primates infectés

par T. b. gambiense (Sternberg et coll., 1998).

Des mesures du NO cérébral ont été réalisées dans un modèle animal de THA, chez le rat et chez la

souris infectés par T. b. brucei (Buguet et coll., 1996 ; Bouteille et coll., 1997). La concentration de

NO cérébral, mesurée au niveau du cortex et au niveau du ventricule latéral, est plus importante

chez les animaux infectés (130% de la valeur témoin après 15 jours d'infection, 220% après 21

jours). Des résultats comparables ont été obtenus chez la souris (Bouteille et coll., 1997). Il est

établi que les cellules gliales sont capables de sécréter du NO (Boje et Arora, 1992 ; Okuda et coll.,

1995). En coculture avec des trypanosomes et de l'IFN-γ, des cellules microgliales humaines CMH5

sécrètent du NO. Cependant, l'immunomarquage montre que la iNOS n'est exprimée que de façon

transitoire. L'étude histochimique du cerveau avec marquage à la NADPH-diaphorase ne montre

aucune différence de répartition des cellules produisant du NO entre les animaux malades et les

témoins (Buguet et coll., 1996). En particulier, les cellules gliales ou endothéliales ne sont pas

marquées. Cependant cette technique ne permet pas de savoir s'il y a ou non-activation des iNOS

sous l'effet de la maladie. La iNOS a récemment été mise en évidence au niveau des macrophages

dans les infiltrats périvasculaires cérébraux de souris infectées par T. b. brucei (Keita et coll., 2000).

Enfin, une augmentation de la concentration sérique en nitrate, produit final de l'oxydation du NO, a

été observée chez les patients infectés par T. b. rhodesiense (Sternberg, 1996). Une étude

voltamétrique a  cependant montré une diminution du NO dans le sang des patients infectés par T.

b. gambiense (Banzet, 1997).
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8.3.1.3.2. Action dans le comportement de prise alimentaire

Le monoxyde d�azote constitue un intermédiaire potentiellement important de l�effet des cytokines

dont la production au niveau des motoneurones, des neurones du système nerveux entérique ou des

macrophages présents dans les parois du tube digestif pourrait être stimulée par les cytokines (Bredt

et coll., 1990). Bien que les effets inducteurs des cytokines sur la production de NO soient connus

(Moncada et coll., 1991), l�intervention éventuelle de ce médiateur dans leur action sur le

comportement alimentaire n�est pas clairement identifiée. En ce qui concerne l�action propre du

NO, la stimulation de sa synthèse par l�administration de l-arginine se traduit par une augmentation

de la prise de nourriture, alors que son inhibition par la l-nitro-arginine présente l�effet inverse.

Dans les deux cas, les effets durent au minimum une demi-heure après administration (Morley et

Flood, 1991). Des données préliminaires suggèrent que l�inhibition de la synthèse de NO, par le N-

nitro-L-arginine methyl ester, un inhibiteur sélectif de la NO synthase du cerveau et des cellules

endothéliales, par voie périphérique ou centrale, potentialise considérablement les effets

anorexiques de l�IL1-β. Ces résultats confirment des travaux sur les effets comportementaux de

l�IL1-β dans le test d�exploration sociale (Bluthé et coll., 1992b).

8.3.1.3.3. Action sur l�activité veille-sommeil

Le NO agit comme modulateur de différentes fonctions diencéphaliques. Il intervient dans la

synchronisation des rythmes circadiens par la lumière transmise aux noyaux suprachiasmatiques via

les fibres rétino-hypothalamiques (Watanabe et coll., 1994 ; Decker et Reuss, 1994). Le NO est

associé à différents neurotransmetteurs dans les structures impliquées dans la régulation du

sommeil, comme le noyau raphé dorsal (Wothersponn et coll., 1994). Cependant son rôle n�est pas

clairement établi, et des résultats contradictoires sont rapportés. Chez le lapin et le rat, l�inhibition

de sa synthèse provoque une disparition du sommeil lent et paradoxal (Kapas et coll., 1994a et

1994b), alors que des donneurs de NO ont l�effet inverse (Kapas et Krueger, 1996). Pour d�autres

l�inhibition des NOS diminue la veille (Dzolic et De Vries, 1994). Mesurée in vivo par voltamètrie

au niveau cortical, la concentration de NO diminue au cours du sommeil lent et du sommeil

paradoxal (Cespuglio et coll., 1996). Des enregistrements voltamètriques complémentaires en

conditions chroniques combinés à la polygraphie ont permis d�entrevoir l�existence d�une modalité

de libération circadienne du NO dans le noyau raphé dorsal caractérisé par une libération de NO

plus importante pendant la période d�éclairement (Burlet et coll., 1999). Cette variation circadienne
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du taux de NO du NRD pourrait signifier que le NO est préférentiellement produit pendant les

phases de SL et/ou de SP majoritaires pendant la phase d�éclairement. Une telle phénoménologie

est en accord avec les variations du signal 5-hydroxy-indole mesurées par voltamètrie dans ce

noyau (Houdouin et coll., 1991 ; Cespuglio et coll., 1992).

La composante NO-ergique du NRD serait impliquée spécifiquement dans le déclenchement et le

maintien du SP (Burlet et coll., 1997). Le NO contenu dans ce noyau pourrait jouer le rôle de

médiateur paracrine dans cette régulation. Toutefois, s�il apparaît relativement clair qu�une

augmentation du NO au sein du NRD favorise l�apparition du SP, le mode d�action de ce composé

dans ce mécanisme reste inconnu. Dans ce sens, une influence du NO sur le contenu

sérotoninergique du NRD peut être envisagée. En effet, en plus de la coexistence anatomique de ces

deux composés dans les corps cellulaires du NRD (Johnson et Ma, 1993 ; Léger et coll., 1998a),

différentes études ont montré l�existence d�interrelations plus fonctionnelles. Ainsi, le NO pourrait

favoriser la sécrétion de 5-HT (Lorrain et Hull, 1993) ou inhiber sa recapture (Pogun et Kuhar,

1994). De même, l�inhibition de la NOS semble diminuer le turnover de la 5-HT (Yamada et coll.,

1995). Il n�est donc pas exclu qu�une augmentation de NO dans le NRD puisse potentialiser le taux

de 5-HT extracellulaire et favoriser l�inhibition des neurones à 5-HT. Une telle inhibition est

nécessaire à la mise en place du SP (Cespuglio et coll., 1992). Au contraire, l�inhibition de la NOS

pourrait s�accompagner d�une diminution de la 5-HT et conduire à une situation favorable à

l�activation des neurones 5-HT. Une telle situation est systématiquement rencontrée pendant l�éveil

(McGinty et Harper, 1976 ; Puizillout et coll., 1979 ; Cespuglio et coll., 1981b). 

Le NO est non seulement présent dans le NRD mais également dans d�autres réseaux neuronaux

connus pour leur implication dans la régulation de l�éveil et du sommeil, en particulier les neurones

cholinergiques des noyaux latéro-dorsaux tegmenti et pédonculopontins. Les mécanismes d�action

et les répercutions physiologiques sur l�activité veille-sommeil restent à définir. L�action de la

composante NO-ergique du NRD sur la synchronisation des rythmes circadiens et son implication

dans le déclenchement et le maintien du SP pourraient expliquer les troubles veille-sommeil

rencontrés dans notre modèle.

8.3.1.4. Produit libéré par le parasite

L�augmentation du temps de sommeil synchronisé peut être rapprochée des investigations

précédentes qui soulignent le fait que la réponse immunitaire durant l�infection contribue à

l�élévation du sommeil (Toth et Krueger, 1990). Les facteurs libérés par le trypanosome ou en
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réponse de l�hôte à l�infection, pourraient expliquer ces altérations. Le TLTF (trypanosome-derived

lymphocyte triggering factor) libéré par le parasite (Bakhiet et coll., 1993), stimule les cellules T de

phénotype CD8+ à produire de l�IFN-γ, qui en retour pourrait promouvoir la croissance du

trypanosome. Les désordres de l�activité veille-sommeil observés dans cette étude pourraient être

dus à l�action sur les structures nerveuses de l�IFN-γ et/ ou du TLTF seul ou en combinaison avec

d�autres cytokines, en particulier l�IL-1 et le TNF-α relargués au cours de l�infection (Hunter et

coll., 1991).

8.4. PERTINENCE DU MODELE

8.4.1. Diminution de l�hématocrite

La diminution initiale d�hématocrite est présente pendant la première semaine post-infection et il

s�agit du premier signe d�infection observé. Elle pourrait être liée aux processus immuno-

inflammatoires induits par la propagation de T. b. brucei pendant la phase lymphatico-sanguine et

par conséquent pourrait être considérée comme un index de la première phase de la THA. La

diminution tardive est observée pour tous les rats pendant l�aggravation de l�état physiologique

général juste avant la mort, quelques jours après le début de la phase méningo-encéphalitique. 

Chez l�homme, la légère chute de l�hématocrite fait également partie du tableau clinique de la phase

lymphatico-sanguine de la THA à T. b. gambiense et à T. b. rhodesiense (Dumas et Boa, 1988).

Cependant  l�anémie sévère ne se rencontre qu�en phase terminale de la THA.

La diminution initiale enregistrée dès les premiers jours post-infection souligne la rapidité

d�évolution de la phase lymphatico-sanguine. La deuxième diminution marque l�aggravation de

l�état général et les prémices de la forte anémie observée en phase terminale. La mesure de

l�hématocrite semble être un bon outil d�évaluation de l�atteinte pathologique et du pronostic. Cette

évolution en deux paliers successifs dans notre étude est à rapprocher de celle observée dans la

THA.
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8.4.2. Prise pondérale et alimentaire

Les modifications de poids et de prise alimentaire observées peuvent être rapprochées des

caractéristiques physiopathologiques des patients en phase méningo-encéphalitique, infectés par T.

b. gambiense ou T. b. rhodesiense (Dumas & Boa, 1988). Bien que la phase lymphatico-sanguine

puisse s�accompagner d�une légère diminution de poids, une importante perte de poids évoluant en

une cachexie sévère est observée en phase terminale de la THA (Molyneux et coll., 1996). Des

troubles du comportement alimentaire ont été décrits chez l�homme ; il s�agit dans de rares cas de

boulimie mais le plus souvent d�anorexie (Dumas & Boa 1988).

8.4.3. Troubles comportementaux

La diminution de poids et de prise alimentaire observée chez notre modèle expérimental

s�accompagne d�altérations comportementales faites de troubles moteurs avec mouvements

incontrôlés et de désorientations. 

Les rats infectés perdent leur comportement d�exploration de l�environnement  et restent prostrés

dans un coin de l�Open Field. Ce phénomène peut être mis en parallèle avec le comportement

léthargique des patients en phase méningo-encéphalitique de la THA. Chez l�homme, des désordres

du tonus et de la mobilité, ainsi que l�apparition de mouvements anormaux sont des caractéristiques

souvent observées au cours de la maladie. En phase méningo-encéphalitique, le tableau clinique

classique repose sur un désintérêt de l�environnement, une indifférence aux évènements extérieurs

et une apathie (Dumas & Boa, 1988). Des perturbations de l�attention et un comportement

d�indifférence face aux évènements externes sont des caractéristiques également décrites chez les

patients en phase avancée de la maladie (Antoine, 1977). Toutes ces manifestations cliniques sont

autant d�arguments qui soulignent la pertinence de notre modèle d�étude.

8.4.4. Activité veille-sommeil

La THA se caractérise par une dysrythmie circadienne de l�alternance veille-sommeil avec des

épisodes de sommeil qui se répartissent indifféremment sur l�ensemble du nycthémère (Buguet et

coll., 1989).  L�alternance veille-sommeil survient en cycle d�autants plus courts et nombreux que

les patients sont plus gravement atteints (Buguet et coll., 1993 et 1994). Des épisodes

narcoleptiques apparaissent, proportionnels à la sévérité de l�atteinte clinique. Les ondes lentes
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anormales en SL ont été observées durant le sommeil de patients trypanosomés en phase terminale

de la maladie, notamment l�occurrence d�évènements hypersynchrones paroxystiques

hypnopompiques (Schwartz et Escande, 1970 ; Tapie et coll., 1996), ainsi que la disparition des

spindles (Bert et coll., 1965).

Notre modèle expérimental présente une altération de la distribution de la veille et du sommeil qui

s�accompagne de changements structuraux et morphologiques comparables à ceux rencontrés au

cours de la THA. La fragmentation excessive du sommeil caractérisée par une augmentation du

nombre d�épisodes et une diminution concomitante de leur durée, la disparition des spindles,

l�apparition de tracés anormaux en SL ainsi que la présence de SOREMP concourent à l�intérêt de

notre modèle expérimental.

 Les changements de l�aspect qualitatif des tracés électrophysiologiques et de la structure interne du

sommeil des rats infectés par T. b. brucei se produisent en fin de deuxième semaine post-

inoculation du parasite. L�altération de l�activité veille-sommeil survient de manière concomitante

avec les perturbations de la prise alimentaire. Ce résultat suggère un mécanisme commun d�atteinte

ou un processus complémentaire concomitant, aussi bien mécanistique qu�anatomique. 

Lorsque l�analyse des tracés est conduite avec une méthode plus fine telle que la transformée de

Fourier, les perturbations observées, le changement de profil de l�éveil et la diminution de la

puissance spectrale delta en SL, apparaissent plus précocement. Il semblerait que le réseau à

l�origine de la prise alimentaire soit plus tardivement sensible à la maladie que celui responsable de

l�alternance veille-sommeil. Cette hypothèse est à prendre avec prudence, une analyse ultradienne

de la prise alimentaire plus poussée permettrait d�affiner ce point de vue.
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L�étude clinique menée chez le rat infecté par T. brucei brucei An Tat 1.1E nous a permis de

caractériser des altérations physiologiques, facilement quantifiables et observées de manière

constante. Une diminution de poids consécutive à une diminution alimentaire, accompagnée d�un

ralentissement de la capacité exploratoire et motrice de l�animal ont été mis en évidence deux

semaines après infection. Une analyse histologique complémentaire a objectivé la présence de

parasites et de cellules inflammatoires dans les plexus choroides treize jours post-infection. En

raison de la concomitance des perturbations observées, nous avons émis l�hypothèse de l�entrée du

parasite dans le système nerveux central au moment de l�apparition des troubles et ainsi considéré la

diminution de poids comme un critère d�entrée en phase méningo-encéphalitique de la THA. Cette

hypothèse de travail a été testée avec la combinaison thérapeutique suramine-mégazol

exclusivement dévolue à la phase neuronale de l�atteinte. Seuls les rats ayant reçu le traitement

combiné ont survécu. En outre, la diminution de poids suite à l�administration thérapeutique

combinée a été réduite par rapport à l�utilisation exclusive du mégazol, ce qui renforce le caractère

bénéfique du traitement combiné. De surcroît, cette validité par la thérapeutique renforce la

pertinence de notre modèle animal et apporte un argument supplémentaire au développement pré-

clinique expérimental du mégazol.

Fort de la robustesse de ce modèle, notre travail s�est focalisé sur l�étude des perturbations

circadiennes de l�alternance veille-sommeil. Une étude qualitative basée sur la structure interne du

sommeil et la morphologie des ondes constituant les différents stades de vigilance a été complétée

d�une approche quantitative des tracés électrophysiologiques recueillis. Une perturbation de la

rythmicité circadienne de la veille et du sommeil, accompagnée d�une destructuration de

l�architecture interne du sommeil (diminution du nombre d�épisodes de sommeil et augmentation

concomitante de leur durée moyenne) ainsi qu�un appauvrissement de la qualité du sommeil

(progression de la proportion de sommeil lent léger au profit du sommeil lent profond) ont été

objectivés. Cette altération de la structure interne du sommeil s�est également traduite par une

aggravation des altérations du cycle veille sommeil et l�apparition de transitions anormales, en

particulier des endormissements directs en sommeil paradoxal (sleep onset rapid eye movements

episodes, SOREMPS). Des ondes lentes hypersynchones anormales sont apparues en sommeil lent

en fin de vie. L�étude quantitative a révélé une diminution de la densité de la puissance spectrale de

la bande delta en sommeil lent. A cette perturbation propre au sommeil lent, s�ajoute un

changement du profil spectral de la veille avec un renforcement des activités dans les bandes de

fréquences lentes et une relative diminution d�activités pour les bandes de fréquences rapides.

Notre modèle expérimental développé dans cette étude sur le rat présente des caractéristiques

majeures de la phase méningo-encéphalitique de la THA. Ainsi, les perturbations du cycle veille-
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sommeil et de la structure du sommeil, de l�activité locomotrice et les capacités exploratoires

observées au test d�Open Field test démontrent qu�il est possible de répliquer dans un modèle

animal les principales altérations fonctionnelles du SNC observées en clinique humaine.

L�argument fort de notre modèle reste la concomitance des troubles physiologiques observés. Les

comportements altérés au test de l�Open Field ainsi que la dysrythmie circadienne apparaissent à la

fin de la seconde semaine suivant l�infection, quand se produit une perte de poids consécutive d�une

diminution de prise alimentaire. Ces désordres physiologiques quantifiables en fin de seconde

semaine post-infection pourraient constituer un critère robuste et non équivoque du début de la

phase méningo-encéphalitique. L�administration d�une thérapeutique combinée suramine-mégazol,

efficace en phase nerveuse de la THA, vient renforcer cet argument. Les caractéristiques

inflammatoires des plexus choroïdes et la caractérisation de la présence du parasite dans les espaces

interstitiels étayent la pertinence de cet index d�entrée en phase méningo-encéphalitique de la

maladie.

Une étude histopathologique complémentaire des zones régulatrices hypothalamiques serait

nécessaire pour vérifier l�hypothèse émise.

La capacité de notre modèle expérimental à répliquer la majeure partie des troubles observés en

phase méningo-encéphalitique, le prédispose pour des essais précliniques. Il constitue dans ce sens

un outil novateur pour l�étude de l�efficacité des nouvelles thérapies. Enfin, sur le plan circadien, les

données que nous avons obtenues par la mise en �uvre de ce modèle renforcent l�hypothèse d�un

dysfonctionnement au sein des réseaux neuronaux régulant l�alternance lumière-obscurité de l�éveil

et du sommeil.

Cependant, l�évolution aiguë de l�atteinte reste un facteur limitatif. Les rats meurent en moyenne

trois à quatre semaines suite à l�infection ce qui réduit le champ d�investigation de souches à

évolution chronique, en particulier T. b. gambiense. Le choix d�une souche moins virulente que T.

b. brucei AnTat 1.1E pourrait palier à cette carence.
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ETUDE DE LA DYSRYTHMIE CIRCADIENNE DE L’ALTERNANCE VEILLE-

SOMMEIL, SUIVI CLINIQUE ET VALIDATION THERAPEUTIQUE DANS UN

MODELE EXPERIMENTAL DE TRYPANOSOMOSE AFRICAINE.

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA), due à un protozoaire flagellé de type Trypanosoma

brucei transmis par piqûre de glossine, est une maladie grave qui revêt un caractère d�urgence en

Afrique puisqu�elle y est en nette recrudescence et que les médications disponibles ont peu évolué

et sont donc rares et dangereuses.

La THA comporte deux phases successives difficiles à distinguer chez l�homme ; la première est

celle du développement du parasite dans le système lymphatico-sanguin, elle est suivie d�une phase

d�atteinte neurologique durant laquelle le trypanosome envahit le système nerveux central (SNC).

Cette seconde phase, dite méningo-encéphalitique, est caractérisée par l�émergence de troubles

neurologiques au premier rang desquels une perturbation de la rythmicité circadienne du cycle

veille-sommeil. Le diagnostic de cette phase est actuellement tardif et non spécifique en raison de

l�absence de critères clinico-biologiques surs. L�objectif premier de ce travail a été de développer

une méthode non invasive visant à identifier le passage en phase méningo-encéphalitique. 

Dans un premier temps, nous avons conduit une étude médico-physiologique qui nous a permis de

mettre en évidence des paramètres physiologiques déviants pouvant constituer des critères sérieux

de pénétration du trypanosome dans le SNC. Une diminution de poids consécutive d�une diminution

de prise alimentaire, une diminution de distance totale parcourue et du comportement d�exploration

ainsi qu�une attitude de prostration à un test d�open-field deux semaines après infection sont autant

d�index en faveur de l�entrée en phase de polarisation nerveuse. Une étude histologique

complémentaire révélant la présence de parasite treize jours post-infection nous a permis de

renforcer cette hypothèse.

L�administration de la combinaison suramine-mégazol, traitement efficace de la THA en phase

méningo-encéphalitique, nous a permis d�affiner ces conclusions. En effet, seuls les rats traités avec
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la combinaison thérapeutique au moment de la diminution de poids ont survécu. En outre, la

diminution de poids sous traitement combiné a été réduite par rapport à l�utilisation du mégazol seul

ce qui renforce le caractère bénéfique de la combinaison thérapeutique.

Notre travail s�est alors focalisé sur l�étude des perturbations circadiennes de l�alternance veille-

sommeil. Une étude qualitative fondée sur la structure interne du sommeil et la morphologie des

ondes constituant les différents stades de vigilance a été complétée d�une approche quantitative des

tracés électro-physiologiques recueillis sur 10 animaux. Une perturbation de la rythmicité

circadienne de la veille et du sommeil a été objectivée, accompagnée d�une destructuration de

l�architecture interne du sommeil (augmentation du nombre d�épisodes de sommeil et diminution

concomitante de leur durée moyenne) ainsi qu�un appauvrissement de la qualité du sommeil

(progression de la proportion de sommeil lent léger au profit du sommeil lent profond). Cette

altération de la structure interne du sommeil s�est également traduite par l�augmentation des

changements de stades de vigilance et l�apparition de transitions anormales, en particulier des

endormissements directs en sommeil paradoxal (sleep onset rapid eye movements episodes,

SOREMPS). Des ondes lentes hypersynchones anormales sont apparues en sommeil lent en fin de

vie. L�étude quantitative a révélé une diminution de la densité de puissance spectrale de la bande

delta en sommeil lent. 

Répliquant la majeure partie des troubles observés en phase méningo-encéphalitique de la THA,

notre modèle expérimental constitue donc un outil d�étude pour d�éventuelles nouvelles

thérapeutiques. Son utilisation lors d�essais pré-cliniques peut donc être envisagée. En outre, il

ouvre des perspectives d�études approfondies de la physiopathologie de l�atteinte.
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