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INTRODUCTION

Depuis plusieurs dizaines d’années, les infections tropicales dominent le tableau
sanitaire du tiers monde. Parmi elles, la trypanosomose marque une recrudescence
suffissmment inquiétante pour que I’0.M.S. ait inscrit cette affection comme une priorité.
Le risque d’endémies en fait un probléme public majeur dans plusieurs pays d’Afrique.
Les méfaits de cette parasitose dépassent les limites de D’affection humaine par son
retentissement sur I’élevage ovin, caprin et bovin décimé, accroissant ainsi la malnutrition
protidique.

Le développement du dépistage actif et le contrble des vecteurs permettraient une
maitrise de la maladie mais impliquent la mise en place d’infrastructures sanitaires mal
adaptées & une population africaine en voie de développement et nécessitent un apport
financier prohibitif pour les pays endémiques.

Aujourd’hui encore, malgré des travaux de recherche et de synthése organique trés
nombreux, le choix des médicaments actifs dans les trypanosomoses africaines humaines et
animales reste trés restreint, singuliérement parmi les produits actifs sur la phase de
polarisation cérébrale.,

1l parait intéressant d’étudier I'intérét d’un nouveau produit dont les résultats

préliminaires sur rongeurs ont été publiés (LOISEAU et al. 1992) : Iridium-Cyclooctadiéne-



Pentamidine.

Le présent mémoire comporte deux chapitres :

- le premier chapitre comporte deux parties consacrées a des rappels bibliographiques
sur la trypanosomose humaine et animale en Afrique ;

- le deuxiéme chapitre présente 1’étude que nous avons réalisée sur l’activité

trypanocide du complexe iridi€ et la cinétique sérique de I’iridium chez le mouton parasité.



CHAPITRE PREMIER

RAPPELS SUR LES TRYPANOSOMOSES



Dans ce chapitre, nous aborderons successivement les trypanosomoses humaines
africaines et leurs thérapeutiques, puis les trypanosomoses animales africaines. Une derniére
partic est consacrée & un rappel sur les méthodes d’étude des médicaments

trypanocides.

1. LES TRYPANOSOMOSES HUMAINES AFRICAINES
(T.H.A.).

La trypanosomose humaine africaine (THA), plus connue du grand public sous le nom
de maladie du sommeil, est une affection parasitaire découverte au début du siécle. Alors
que, grace aux campagnes d’'éradication proposées par le médecin frangais Jamot la
trypanosomose était devenue vers 1960 une affection relativement rare, on note aujourd’hui

une recrudescence exceptionnelle.

Selon I'organisation mondiale de la santé, la THA atteindrait 36 pays africains qui
couvriraient 200 foyers de trypanosomoses. Ceci signifie que 50 millions de personnes sont
exposées & un tisque direct de contamination. Cependant, la réelle prévalence dans de
nombreuses régions est encore inconnue i cause du manque de moyens financiers, de
I"inaccessibilité géographique de certains territoires et de la difficulté d’un diagnostic rapide

sur le terrain.



1.1. Epidémiologie.

1.1.1. Répartition géographique :

La THA sévit en Afrique noire du 15°™® degré de latitude nord au 15°™° de latitude
sud. Dans ce périmétre, il est habituel de différencier deux formes de THA pathogénes pour
I’homme (figure n°1, page suivante) :

- trypanosomose a Trypanosoma brucei gambiense, transmise principalement
par Glossina palpalis, d’évolution lente et sommeilleuse qui sévit en Afrique
intertropicale occidentale et centrale.

- trypanosomose & Trypanosoma brucei rhodesiense, transmise essentiellement
par Glossina morsitans, d’évolution plus rapide et dispersée en Afrique

orientale.

1.1.2. Espéces de trypanosomes impliquées :

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés extracellulaires. Dans le sang humain
ils apparaissent fusiformes et mobiles parmi les globules rouges grice au mouvement du

flagelle et de leur membrane ondulante (figure n°2, page suivante).

Les deux espéces déterminant la trypanosomose humaine : T b. gambiense et T. b.
rhodesiense se différencient par leur aire géographique, leur mode de transmission, la

symptomatologie qu’elles déterminent, mais leurs différences morphologiques sont peu
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O Zone d'endémie de T. gambiense
% Zone d'endénue de 1 rhodesicnse

~ Répartition géographique des Foyers de trypanosomiases africaines en activité ou éteints, En Afrique occidenale. la
situation est relativement contrélée. Certains fovers, M*Bour. Sangatkam. au Séndgal {fovers de la Somone). sont éteints: de
méme Say. au Niger. Mais des mesures énergiques doivent étre maintenues ou reprises pour endiguer toute recrudescence au
niveau de ces fovers qui risquent de s'enflammer 2 nouveau. On ne dispose d'aucun renseignement pour la Guinée et la
Guinée-Bissau. La tendance générale est i la décroissance. mais « I'éradication de la maladie du sommeil dépasse les
possibilités actuelles des médecins dits de secteurs. pour des raisons techniques (nécessité d'un matérie| sophistiqué, onéreux et
fragile}, sociales tmotivation insuffisante de la population). politico-économigues (déplacements importants de main-d ceuvre).
politico-économiques (déplacements importants de main-d¢'cuvre mal surveillde au plan sanitaire) » (P. Lozac'Hmeur,
OCCGE).

26. foyer de Bafa

1. foyer de M bour 27. {oyer de Dschang -
2, foyer de Sangalkam Sénégal 28. foyer de Fentem (Manfe) | Cameroun
3. foyer de la Casamance 29. foyer de Douala J
4. foyers de Gambie 30. foyer de Kribi
5. foyers de Guinée Bissau 31. foyer de Guinée équatoriale
6-7. foyers de Guinee 32. foyer de l'estuaire (Libreville)} Gab
8. foyers de Nord-Est } du Libéria 33. foyer de Port Gentil on
9. foyers de la province centrale 34, foyer de R.C.A.
10. foyer de Bamako (Mali) 35. foyer de Jacob }
1. foyer de Daloa-Bouaflé PR 36. foyer du Couloir Congo
12. foier d’Abengourou } Cote d'lvoire 37. foyer de Gambona ®
13. foyer de Tagouara 38. fovers du Zaire nombreux et importants mais maj délimités
{district d’Orodara) P 39. foyer de I'Angola (prés de fa frontiére avec le Zaire)
14. foyer de Mane-Korsimoro Burkina-Faso 40. fo;l;er du Soudan (g::d)
(district de Kaya} 41. foyer de ['Ouganda {Nord)
I5. foyers du Ghana 42. foyer de Gambela {Ethiopie)
16. foyers du Nord Togo (Nagbeni. Galangachi, Bidjenba) 43, foyer de I'Ouganda (Sud-Est)
17. foyers du Nord-Bénin (Bénin) 44. foyer du Kenya (Quest)
18. foyer de Say (Niger} 45. foyer du Ruanda (Est)
19. foyer du Biafra Nigeria 46, foyer du Burundi {(Est)
20. foyer de Jos & ‘ 47. foyers de Tanzanie {Nord-Ouest)
21. foyer de Dressa 48. {oyer vallée de la Luapuia Zambi
22, foyer de Bahr-Erguig 49. foyer vallée de la Luangwa [ <2M0I€
23. foyer de Deli Tchad 50. foyer du Lac Kariba (Zimbabwe)
24, foyer de Timberi, Bekan et Goré 51. foyers dispersés du Mozambique
25. foyer de Bekamba et Dobadene 52. foyers de Ngamiland et de Chobe (Botswana)

Figure n°1
Distribution des principaux foyers de trypanosomoses humaines africaines
(Gentilini 1986).
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A - Flagelle libre
. B - Microbules de l2 membrane = sous-peiliculaires

C - Noyau

D - Mitochondrie

E - Kinétoplaste

F - Granule cytoplasmique

G - Poche du flagelle

H - Corps basal du flageile

I - Appareil de Golgi

J - Rétcujum endoplasmique
., K- Ribosomes

L - Repli de membrane

M - Flageile attaché

N - Membrane ondulante

Taille réelle ; 10 -30 pm.
Figure n°2
Schéma de ultrastructure de T. brucei
(Euzéby 1984).



marquées (Gentilini et Duflo 1986).

- T. b. gambiense reconnait ’homme comme réservoir principal de parasites ;
cependant, sa présence chez des animaux domestiques et sauvages nous
interdit de nier tout caractére zoonotique de cette infection. Elle permet de
plus d’expliquer certaines particularités épidémiologiques de la maladie
(notamment sa persistance dans des territoires oll on est trés pres de
I’éradication).

- T b. rhodesiense entraine chez I’homme une trypanosomose d’évolution plus
rapide et plus sévére, et signe ainsi son manque d’adaptation a I’homme. II
semble qu’il soit primitivement parasite des animaux qui en sont les
réservoirs : grands ruminants et suidés sauvages.

Au point de vue physiopathologigue, il faut noter une caractéristique essentielle de
ces parasites : la variation de leur pouvoir antigénique. Ils possédent une étonnante capacité
a esquiver les défenses immunitaires de leurs hotes en produisant des générations successives
dotées chacune d’antigénes de surface différents (Maurice 1992). Bloquer ce mécanisme de
variation antigénique, afin de maitriser I’infection, est devenu désormais I’objectif principal

des chercheurs.

1.1.3. Vecteurs :

Les vecteur de la THA sont les glossines (plus couramment appelées mouches tsé-tsé).
On distingue deux principaux groupes d’espéces :

- Glossing palpalis (vecteur principal de T. b. gambiense) :
C’est une glossine hygrophile, vivant dans les galeries forestidres et le fong
des cours d’eau. Cet insecte essentiellement antropophile et d’activité diurne
prend la plus grande partie de ses repas sur I’homme.
- Glossing morsitans  (vecteur principal de T. b. rhodesiense) :
Ces glossines a activité diurne vivent dans les savanes i végétation basse
d’Afrique de I’Est et autour des lacs. Elles sont essentiellement zoophiles :
méme si elles peuvent parfois se nourrir sur I’homme, leurs hotes principaux

sont des animaux.




1 DIFFUSION LYMPHATICO- SANGUINE
Z ATTEINTE DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

TRYPOMASTIGOTE

HOMME _ | _
PIQURE GLOSSINE PIQURE

EP1MASTIGITE

/

GLOSSINA_PALPALIS

Figure n°3.
Cycle de développement des trypanosomoses

(Enseignement de Parasitologie, Faculté de Pharmacie de Limoges)
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11 faut noter que si les glossines sont les vecteurs de base de la THA, il peut y avoir

beaucoup plus rarement transmission mécanique par d’autres insectes hématophages.

1.1.4. Cycle :

Les mouches tsé-tsé, vecteurs de la maladie, représentent les hotes intermédiaires de
la trypanosomose. Les hotes définitifs étant I’homme ou I’animal (Figure n°3).

Les glossines, mailes et femelles sont hématophages. Elles se contaminent seulement
lors d’un premier repas sanguin en piquant un sommeilleux chez qui eclles prélévent les
trypanosomes. Alors elles assurent une abondante multiplication des parasites au niveau de
leur intestin moyen (estomac) qui apparaitront trois semaines plus tard sous forme
métacyclique infectante au niveau des glandes salivaires (Euzéby 1986). C’est lors d’un

nouveau repas sanguin chez un nouvel hote que ces glossines transmettront les parasites.

Des leur inoculation les trypanosomes se développent, affectant les vaisseaux
lymphatiques avant de se propager dans tout le courant sanguin. Puis, rapidement, ils

présentent un tropisme marqué pour le systdme nerveux central.
1.2. Clinique.

Apres une phase d’incubation silencieuse matérialisée par le chancre d’inoculation ou
trypanome (placé au point d’inoculation), la maladie du sommeil peut étre schématisée en
deux phases principales plus ou moins intriquées ; |

- phase lymphaticosanguine,

- phase neuroméningée.

Les THA ont toutes deux une symptomatologie identique (Boa ef al. 1988, Dumas et
Girard 1978, Dumas et Boa 1988), la différence réside dans le fait que la trypanosomose
aT. b. gambiense évoluent de fagon chronique pendant plusieurs mois ou années, alors que

celle a T. b. rhodesiense provoque une affection aigué (Marie-Daragon 1993).
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1.2.1. La phase lymphatico-sanguine :

Elle correspond a la dissémination des trypanosomes dans tout 1’organisme. Les
signes apparaissant précocément, peuvent persister plusieurs mois entrecoupés de périodes
de latence ou de rémission. L’expression clinique de cet envahissement se traduit par
(Bouteille et al. 1988) :

- une élévation modérée de la température,
- des adénopathies,

- des signes cutanés,

- un prurit,

- une perte de poids.

A cela viennent se greffer des troubles neurologiques (céphalées, asthénie, fatigabilité,
et syndréme douloureux) qui témoignent de la précocité de I’atteinte méningée et
encéphalique et une atteinte endocrinienne (frilosité, aménorrhée, troubles de la libido,

~ troubles de la faim et de la soif) (Dumas et al. 1986).

1.2.2. La phase méningo-encéphalitique :

C’est la phase de polarisation cérébrale avec envahissement du systme nerveux
central. Les caractéristiques essentielles sont les signes neurologiques habituellement
accompagnés de figvre :

- troubles sensitifs précoces (hyperesthésie, parestésie, crampes musculaires),
- troubles psychiques (inversion de ’humeur),

- troubles du sommeil : le trypanosomé entre alors dans un état d’hébétude
permanent,

- troubles moteurs,

- troubles neuro-endocriniens (perturbation de la régulation thermique et de la

soif, perte de la libido, aménorrhée).

En I’absence de traitement, la maladie s’achemine plus ou moins vite vers la cachexie

sommeilleuse terminale qui évolue vers la mort.
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1.3. Diagnostic.

On recherche d’une part 4 mettre en évidence le parasite par diagnostic direct, d’autre

part les réactions de I’'organisme face & P’agression du parasite par diagnostic indirect.

1.3.1. Diagneostic direct :

Il comprend essentiellement 1’isolement du trypanosome qui permet d’affirmer avec
certitude le diagnostic.
Les parasites sont recherchés dans des prélévements de sang ou de suc ganglionnaire
a I’état frais, entre lame et lamelle ou aprés frottis coloré (Léger et al. 1992). Leur mise en
évidence peut étre facilitée par I’utilisation de techniques nouvelles beaucoup plus sensibles
et bien adaptées aux enquétes épidémiologiques (Golvan et Ambroise-Thomas 1984) :
- le frottis : examen aprés coloration (Giemsa) (cette technique permet
de condenser sur une petite surface une grande quantité de sang donc
de parasites).
- centrifugation différentielle en tube capillaire : aprés centrifugation,
on recherche dans le culot les trypanosomes & 1’état frais entre lame
et lamelle.
- séparation sur colonne échangeuse d’ions : séparation des parasites
et des hématies sur gel de cellulose (les hématies demeurent au sommet
du gel alors que les trypanosomes mobiles passent dans 1’éluat)
(Lanham et Godfrey 1984).

Au niveau du liquide céphalo-rachidien (LCR), le diagnostic repose sur ’examen du
liquide a I’état frais sur cellule de Malassez ou de Nageotte. Les trypanosomes sont
recherchés dans le culot de centrifugation d’une quantité suffisante de liquide ou surtout par

culture ou inoculation au rat de Gambie.

1.3.2. Diagnostic indirect :

Les caractéristiques essentielles en sont I’élévation considérable du taux

d’immunoglobulines sériques en particulier les immunoglobulines M, qui apparaissent au
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niveau du LCR, ainsi que les cellules de Mott et les lymphocytes.

La mise en évidence des anticorps anti-trypanosomes dans le sang et le LCR repose
sur des méthodes immunologiques spécifiques :
- Séroagglutination : “test de tryp CATT"(Croft 1985).
- Immunofluorescence indirecte (Oudart ef al. 1976).
- Méthode immunoenzymatique : ELISA : selon 'OMS Ia sensibilité est de
100% dans le diagnostic de dépistage et de 93% dans le cas de sujets traités
(Dumas et al. 1986).
Le diagnostic biclogique de la T.H.A est facilité par le dosage des IgM et des
anticorps spécifiques dans le sang et le LCR mais la preuve parasitologique directe doit

toujours étre recherchée.
1.4. Thérapeutique.

Les données essentielles de ce paragraphe sont tirées principalement des travaux de
Goodman et Gillman (1991), Laroche (1992) et Marie-Daragon (1993).

La structure chimique des produits cités est présentée sur la figure n’4.

La thérapeutique, encore insuffisante, repose sur I’'emploi de deux catégories de
médicaments : |
- les médicaments traversant la barriére hémato-méningée et donc actifs en
phase méningo-encéphalitique : le mélarsoprol, le DFMO (a-difluoro
méthylornithine) et le nifurtimox.
- les médicaments ne traversant pas la barriére hémato-méningée et uniquement
actifs en phase lymphatico-sanguine : la pentamidine, la suramine sodique,

Pacéturate de diminazéne.

Cette thérapeutique découle des connaissances acquises sur Ia biologie du parasite et
met en jeu des particularités essentielles du trypanosome (Dumas ef al. 1985) :

- une grande consommation de glucose : unique source énergétique.

- une grande sensibilité aux oxygénes actifs : le trypanothion représente 1’une des

seules molécules ayant une activité anti peroxydasique (les parasites étant trés

sensibles aux péroxydes).

13
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Figure n°4 : _
Structure développée des principaux médicaments

de la trypanosomose humaine africaine.
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1.4.1. Médicaments actifs en phase lymphaticosanguine :

1.4.1.1. Pentamidine : LOMIDINE® (méthylate de penyamidine)
PENTACARINAT ®(diiséthionate de

pentamidine)

Ce médicament, trés actif en phase de généralisation sanguine, est le seul pouvant
étre administré en chimioprophylaxie contre 7. b. gambiense. Mais, dans ce cas, devant la
possibilité de résistances, son utilisation en traitement curatif est alors A proscrire dans ces
régions, de plus il s’avére inefficace dans le traitement des trypanosomoses a 7. b.

rhodesiense.

- Mécanisme d’action : Il n’est pas encore bien établi. L’activité trypanocide
émanerait :
- d’une interaction entre la diamidine et I’ADN du trypanosome (Goodman-
Gilman et al. 1991).
- d’une perturbation du métabolisme du parasite par bloquage de la glycolyse
(Euzéby 1986).

- Posologie : La pentamidine est employée & la posologie unitaire de 3 4 4 mg par
kilo de poids corporel (maximum 300 mg).
- & titre curatif en série de 5 A 10 injections intra musculaires séparées de 24

a 48 heures.

- & titre prophylactique 1 injection tous les quatre a six mois,

- Pharmacocinétique : Elle est bien absorbée par voie parentérale. Sa demi-vie
plasmatique est proche de six heures alors que 1’élimination urinaire est baucoup plus
lente {elle est excrétée par les urines pendant six & huit semaines aprés un traitement).
Cette persistance est liée a un stockage viscéral important en particulier au niveau
rénal (Laroche 1992).

- Effets secondaires : Sa toxicité, quoique relativement faible, ne peut étre passée

sous silence : aprés des douleurs locales au point d’injection, on peut noter des
malaises voire un collapsus ou un coma cedant & ’administration de vasopresseurs,

d’antihistaminiques, ou de soluté glucosé hypertonique.
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1.4.1.2. Suramine sodique : MORANYL?®

La suramine est efficace aux stades précoces des infections & T. b. gambiense et

T. b. rhodesiense.

- Mécanisme d’action : 11 est lié a I'inhibition de la glycérol phosphate oxydase
(blocage de la glycolyse), et & P’inhibition du métabolisme protéique (Goodman-
Gilman et al. 1991).

- Posologie : 20 mg par kilo et par jour en injection intraveineuse pendant 5 a 10

semaines consécutives.

- Pharmacocinétique : Administrée par voie parentérale, la suramine, trés largement
fixée aux protéines, posséde une demi-vie trés longue. Elle est non métabolisée et
éliminée par voie urinaire.

- Effets secondaires : Des réactions d’hypersensibilité, bien que trés rares, peuvent
étre évitées par I’administration d’une dose d’essai de 4 mg/kg. Compte tenu de la

néphrotoxicité, un dosage de protéinurie doit étre effectué avant chaque injection.

1.4.1.3. Acéturate de diminazéne : BERENIL®

C’est un produit vétérinaire utilisé pour traiter les affections & T. congolense et
T. vivax. Parfois utilisé chez I’homme dans certaines régions d’ Afrique, il ne présente en fait

aucun avantage sur la pentamidine.

- Mécanisme d’action : Son activité est due a une inhibition de la synthése de I’ADN

et 4 un blocage du catabolisme glucidique.

- Posologié : Le Bérénil® est administré A raison d’ une injection intramusculaire de

2 mg/kg/jour pendant 7 & 10 jours (Bouteille 1990).

1.4.2. Médicaments actifs en phase méningoencéphalitique :

1.4.2.1. Mélarsoprol :

Découvert par Friedheim en 1948 (Bouteille 1990), ce produit résulte de la
combinaison d’un composé arsénical trivalent : le mélarsen oxyde et du british anti 1éwisite

(BAL). Pendant longtemps ce trypanocide a été le seul a étre actif sur les deux phasés de la
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maladie & T. b. gambiense et T. b. rhodesiense.

- Mécanisme d’action : Il agit par blocage du métabolisme glucidique en inhibant la

pyruvate kinase et la glycérol phosphate déshydrogénase.

- Posologie : Habituellement, le mélarsoprol s’administre par voie veineuse 4 la dose
de 3,6 mg/kg/jour en cures de trois jours séparées par 10 4 21 jours en respectant un
plafond de 200 mg par injection. En phase lymphaticosanguine une seule série de
trois injections suffit ; en phase de généralisation trois ou quatre séries sont
nécessaires.

Cependant, les travaux de Bouteille ef al. (1988), ont montrés qu’une cure de
trois jours de mélarsoprol aux doses de 1,8 et 0,9 mg/kg/jr guérit sans rechute le
mouton infesté par T. b. brucei A la phase de polarisation cérébrale dés I’apparition
des signes de méningoencéphalite. Cette expérimentation permettrait d’envisager chez

I’homme un allégement des doses habituellement utilisées.

- Pharmacocinétique : Longtemps sa prescription a reposé€ sur des considérations
empiriques car on ne connaissait pas le radical actif de la molécule (Dumas et al.
1985). De ce fait, les posologies et les durées de traitement différent
considérablement d’ un établissement 4 un autre (Van Nieuwenhove 1992). On sait
maintenant que le mélarsoprol et ses métabolites sont éliminés en cing jours
essentiellement par voie biliaire et urinaire ; de faibles quantités sont retrouvées dans
le LCR,

- Effets secondaires : Le principal handicap de ’utilisation du mélarsoprol est
I’apparition d’encéphalopathie arsénicale, malheuréusement presque toujours fatale :
la fréquence de cet accident varie selon les auteurs entre 1 et 18,6 % des traitements.
Les adjonctions de corticoides ou d’adrénaline sont souvent proposées sans que leurs
avantages soient manifestes, si ce n’est dans le traitement du coma di i I’arsobal
(Sina ef al. 1982). A ce risque prédominant, peuvent venir se greffer des accidents
d’intolérance plus secondaires ;

- malaise général fébrile,

- nécroses cutanées,

- douleurs diffuses,

17



- troubles digestifs.

A T’heure actuelle, malgré ses difficultés d’emploi et sa toxicité trés élevée, le
meélarsoprol reste le trypanocide le plus employé et le plus efficace d tous les stades de la

maladie.
1.4.2.2. Eflornithine (DFMO) : ORNIDYL®

D’usage récent, ce médicament constitue 'un des plus grands progrés en
thérapeutique trypanocide. 1l apparait comme un nouveau produit bien toléré et
remarquablement efficace dans le traitement de la trypanosomose i T. b, gambiense au stade

tardif et méme réfractaire au mélarsoprol (Moens et al. 1984).

- Mécanisme d’action : En inhibant de fagon irréversible I’ornithine décarboxylase,
enzyme essentielle a la synthése des polyamines, 1’éflornithine entraine une
diminution de la biosynthése de putrescéine et de spermidine, facteurs de la
multiplication cellulaire et composants essentiels du trypanothion (Taelman et al.
1988, Breton et al. 1988).

- Posologie : Deux voies d’administration peuvent étre utilisées :
- Son hydrosolubilité permet une utilisation par voie orale : aprés une prise de
10mg/kg, la concentration plasmatique maximum est obtenue au bout de
quaire heures (Breton et Dumas 1990), la ‘demi-vie d’élimination se
rapprochant de 199 minutes.
- Administration du produit par voie intra- veineuse.
Le protocole d’administration comprend une perfusion de six heures avec
400mg/kg/jour pendant deux semaines, suivie d’une prise orale de 300mg/kg/jour
pendant trois semaines. Ce protocole, relativement lourd, nécessite 1’hospitalisation

et limite son usage sur le terrain africain.

- Pharmacocinétique : L’étude pharmacocinétique du produit révéle une bonne
absorption digestive, une faible métabolisation et une élimination essentiellement
urinaire. La demi-vie relativement courte (3 4 3,5 heures) entraine la nécessité de
plusieurs prises quotidiennes (Furet et al. 1987). Le produit diffuse dans le LCR

jusqu’a des valeurs atteignant 51% de la concentration sérique.

- Effets secondaires (Kazumbia et al. 1988) : Bien toléré chez ’homme, ce produit
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présente des effets indésirables réversibles & I’arrét du traitement, en particulier :
- diarrhées,
- altération de la formule sanguine,

- vomissements, perte de ’appétit...
1.4.2.3. Nifurtimox : LAMPIT®

Le nifurtimox, rare médicament actif dans les phases précoces de la trypanosomose
aT. cruzi, esttrés utilisé pour traiter des THA & T, b. gambiense résistantes au mélarsoprol
(Pepin et al. 1987, Moens et al. 1984).

~ Mécanisme d’action : Il agirait par action inhibitrice directe sur la trypanothion
réductase et augmenterait ainsi la quantité intracellulaire de peroxides (Goodman-
Gilman et al 1991).

- Posologie : L’administration se fait par voie orale 4 la dose de 15 & 20 mg/kg/jour

en trois prises, pendant 21 a 30 jours,

- Pharmacocinétique : Aprés une administration par voie orale, seules de faibles

concentrations sont retrouvées dans le sang et dans I’urine.

- Effets secondaires (Van Nieuwenhove 1992) :
- toxicité au niveau du syst®me nerveux central (vertiges, convulsions),
- néuropathies périphériques,
- anorexie et perte de poids,
- troubles digestifs,
- troubles cutanés,

- céphalées, arthralgies.

1.4.3. Autres molécules : Les spiroarsoranes :

Ces medicaments encore en expérimentation, se situent parmi les produits prometteurs
dans le traitement de la trypanosomose. Ils se présentent comme étant des dérivés arsénicaux
cyclisés ce qui diminuerait considérablement les effets secondaires constatés lors de

I'utilisation des dérivés arsénicaux.
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- Posologie : Au début de la maladie, lorsque I'infection n’est pas généralisée, ils sont
actifs & dose unique chez le mouton sur les deux phases de la maladie. Apres

généralisation ils ne sont trypanocides qu’d doses répétées.

- Effets secondaires et pharmacocinétique : Ce sont des médicaments peu toxiques
qui, du fait de leur grande lipophilie, diffusent vers le systéme nerveux central et

s’accumulent dans les organes profonds (Dreyfuss ef al. 1990).

A P’heure actuelle, la thérapeutique de la trypanosomose repose sur 1’association de
trypanocides actifs en phases méningoencéphalitique et lymphaticosanguine, permettant une
diminution des doses et donc des effets secondaires. |

De plus, on note des cas de plus en plus nombreux de résistance a la thérapeutique
arsénicale : le nifurtimox et ’éflornithine sont aujourd’hui les seules alternatives.

Pour pallier les inconvénients de cette thérapeutique, il était tentant d’envisager la
mise au point d’un vaccin, mais celle-ci s’est avérée impossible en raison de la capacité que

possede le trypanosome 4 se dissimuler par le processus de variation antigénique.
1.5. Méthodes de lutte non médicamenteuses :

La prophylaxie repose sur deux techniques essentielles :

- le dépistage actif par équipes mobiles au niveau de la population africaine.

- la lutte contre les vecteurs : les glossines.

La méthode proposée par Jamot (1926-1932) pour combattre la maladie du sommeil
reste encore ie modéle de lutte contre une grande endémie en zone tropicale (Gentilini et
Duflo 1986). Les enquétes purement parasitologiques au départ, sont actuellement facilitées
par des techniques immunologiques vues précédemment : |

- immunofluorescence indirecte (technique de référence),
- test tryp CATT,

- hémaglutination passive en tube capillaire,

- test Elisa.

Ce dépistage actif, permettant la mise en évidence des malades le plus précocément
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possible, a de ce fait un impact important sur la transmission de la maladie (Stangellini

1988) et reste & I’heure actuelle le moyen de contrdle le plus fiable,

Pour Ia lutte anti-vectorielle, plusieurs alternatives furent proposées :

- I'épandage massif d’insecticides autrefois considéré comme une arme principale est
aujourd’hui délaissé.

- le "laché de males siériles" exige de cofiteux dispositifs et il est trés difficile de
protéger les zones nettoyées d’une réinfestation ultérieure (Wéry 1990).

- Le piégeage constitue un moyen plus efficace, moins colteux et plus accessible

écologiquement que le largage d’insecticide. 11 peut de plus étre confié aux habitants.
Deux pieges sont aujourd’hui pris en considération : le piege biconique de Challier-
Laveyssiére (1977) et le pyramidal bleu-noir de Gouteux et Lancien (1986) (Gentilini
et Duflo 1986).

- Le débroussaillement des gites & glossines est aujourd’hui proscrit pour des raisons
écologiques.

En conclusion, Ia lutte anti-vectorielle qui pourrait &tre trés efficace pour la

prévention de la THA reste une méthode cofiteuse souvent délaissée par la population

africaine.

21



2. LESTRYPANOSOMOSES ANIMALES AFRICAINES.

La trypanosomose animale peut se scinder en deux groupes bien distincts :
- les infections & T. b. gambiense et T. b. rhodesiense aussi bien présentes
chez I’homme que chez I’animal. Leurs caractéres zoonotiques (caractéristique
de T. b. rhodesiense) révéle le probléme des réservoirs animaux qui freinent

Ie contréle de 1a maladie.

- les affections purement animales causées par un ensemble de trypanosomes

déterminés et n’évoluant jamais chez "homme.

Ici seules les trypanosomoses strictement animales seront abordées.

2.1. Classification.

Elle repose sur I'étude de trois critéres principaux : la morphologie, Ia
biologie et la pathogénicité du trypanosome (Euzéby 1986).

La taxonomie des trypanosomes ne retient qu’un seul genre : Trypanosoma avec

plusieurs sous genres groupés en deux groupes
- le groupe stercoraria o se situe ’agent de la maladie de Chagas : T. cruzi,

- le groupe salivaria qui englobe tous les parasites de trypanosomoses africaines en
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quatre sous-genres :
- sous genre Dutonella : auquel se rattache T vivax,
- sous genre Nannomonas : auquel se rattache T congolense et
T. simiae,
- sous genre Trypanozoon : est représenté par le groupe brucei qui
englobe : * T. b. gambiense
* T. b. rhodesiense,
* T. b. brucei,

*T. b. evansi,

* T. b. equiperdum,

- sous genre Pycnomonas : se résume i une seule espece : T, suis.
2.2. Epidémiologie :

L’infection se réalise essentiellement par les piqiires de glossines dont la répartition
géographique correspond globalement 3 celle des trypanosomoses humaines.
Exceptionnellement, d’autres vecteurs agissant de fagon mécanique peuvent intervenir : ainsi
T. vivax et T. evansi sont transmis par les tabanidés et les stomoxes (Euzéby 1986) ;

T. equiperdum, agent spécifique des équidés, se transmet par contact vénérien.

La répartition géographique découle du mode de transmission :

- T. brucei n’est présent que dans les aires A glossines : Afrigue occidentale, centrale
et orientale.

- T. suis est présent en Afrique orientale.

- T. congolense et T. simiae se retrouvent dans toute la zone tropicale d’ouest en est.

- T. vivax est essentiellement présent en Afrique occidentale et centrale.

2.3. Clinique :

Les caractéristiques cliniques de la trypanosomose animale sont comparables a celles
de la T.H.A. : des symptdmes généraux qui retracent I’évolution de la T.H.A. font

généralement suite & des phénoménes locaux souvent peu perceptibles. Cependant, I’évolution
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de la maladie varie selon I’espéce animale et le parasite en cause : I’infection peut revétir une
forme aigué 4 évolution rapide ou adopter un mode chroﬁique. Cette chronicité chez ’animal
permet d’expliquer I'importance de ce dernier dans la transmission de la maladie les
animaux domestiques et surtout sauvages constituent un réservoir de parasites essentiel

difficile & maftriser,

Le tableau n°1 tiré des travaux d’Euzéby (1986) résume les différentes formes

d’affections animales.

Espices de Trypanosomes

Principaux réservoirs animsux

Pathogénicité

- Bovins - Evolution lente et rémissions
Trypanosoma vivax fréquentes
- Equidés - Chronique
-Dromadaires -Aigué et rapidement mortefle
Trypanosoma simiae -Suraigué (mort en queiques
-Porcs jours)
-Bovins -Trés pathogéne
-Equidés -Chronique
Trypanosoma congolense -Dromadaires -Aigué (rapidement mortelie)
-Carnivores
-Boving -Chronique (évolution lente)
-Aigué ou subaigué ($volution
Trypanosoma brucei brucei -Equidés rapide)
-Carnivores

Trypanosoma equiperdum

-Equidés domestiques

-mort en 2 4 3 mois

Trypanosoma suis

-Porcs

-Chronique chez adultes
Subaigué chez le porcelet (mort

en 2 & 3 mois)

Tableau n'1 .

Caracteres physiopathologiques et réservoirs animaux des différentes espéces de

trypanosomes (Euzéby 1986).
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Médicaments

Animaux parasités

Trypanosomes

Activité thérapentique

-Chien T. brucei, T. evansi, -Curalif : 7 mg/kg (sc)
T. congolense
Acéturate de
-Porc T. simige -Prévention : 5 mg/kg (sc)
diminazéne
-Bétail T. brucei,T. congolense, -Curatif {excepté pour T.
T. vivax brucei)
-Bétail T. brucei, T. evansi, -Curatif
T. vivax, T. congolense
-Cheval id. +T. equiperdum -Prévention
Qainapyramine ~Chien T. brucei,T. congolense -Curatif : 5 mg/kg
-Porc T. brucei,
T. simiae -Associé au diminazéne, en
prévention : 7,5 mg/kg (sc)
-Bétail T. vivax,T. congolense, -Curatif
Homidium T. brucei
-Equidés T. vivax
Prothidium -Bétail T. vivax, T. congolense -Curatif et préventif
T. vivax, T. congolense, ~Curatif et préventif
' T. simiae -Préventif & la dose de 12,5 a
Isométamidium -Bétail
35 mg/kg (associé au
diminazéne) I
-Chien T. brucei, T. evansi -Curatif & la dose de 7 4 10
mg/kg en intra-veineuse
Suramine -Cheval T. brucei, T. evansi
-Chameau T. evansi

Tableau n°2.

Principaux médicaments utilisés dans Ie traitement des {rypanosomoses animales
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2.4. Conséquences économiques et sociales :

La trypanosomose animale représente un véritable fléau pour I’économie des pays
concernés. Le choix thérapeutique résumé dans le tableau n°2 est relativement restreint.
Outre le cOut élevé et non négligeable des opérations thérapeutiques (Kuzoe 1991), on estime
que les pertes annuelles infligées a I’élevage africain s’élévent a plusieurs milliards de

dollars : elles atteignaient cinq milliards en 1984 ( Euzéby 1984).

A cela viennent s’ajouter des conséquences sociales dramatiques se traduisant par une
réduction considérable des réserves protéiques et une diminution du rendement des animaux.
L’impact de cette affection sur I’équilibre économique du pays constitue I’une des principales

motivations de la recherche de nouvelles thérapeutiques.
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3. METHODES D’ETUDE DES MEDICAMENTS
TRYPANOCIDES.

. Le choix de médicaments trypanocides est, comme nous ’avons vu précédemment,
trés réduit. A I’heure actuelle, la thérapeutique repose sur I’utilisation de dérivés arsénicaux
trés actifs en particulier sur la phase méningoencéphalitique mais aussi trés toxiques ; or, ils
sont souvent utilisés devant la difficulté de détermination de I’extension de la maladie.

Aujourd’hui, la principale motivation des chercheurs est de trouver un produit peu ou

non toxique capable de traverser la barriére hématoméningée.
3.1. Modéles expérimentaux.

Les études expérimentales de ces différents produits reposent sur deux méthodes de
cultures différentes :
- in vitro,

- in vivo sur des modéles animaux.
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Modégles

Parasites

Expérimentation

Références

Souris Swiss IRC/HA

T.b.rhodesiense

Criblage de 5500

-Rane ef al. (1976)

Wellcome CT molécules -Kimnatmon ef al. (1980)
-Nathan ef al. (1979,
Souris Swiss Webster T.b.brucei 1981, 1984)
IRC Eatro 110 -Bacchi et al, (1980,
1981)
Test du Sham (ac.
T.b.brucei
Souris Rat salicylhydroxamique)
T.b.rhodesiense
et du glycérol
-Mélarsoprol actif &
doses élevées mais suivi
-Poltera et al.
de rechutes.
Souris CF-1 T.b.brucei (1980, 1981)
- mise en évidence
d’évolutions subaigués
chez la souris
Acéturate de {
Souris CF-1 T.b.brucei -lennings et al. (1977)
diminazdne
action synergique de
T.b.brucei -Clarckson et al, {1983)
Souris CF-1 DFMO -+ suramine et
TREU 667 -Clarckson er al.(1984)
DFMO-+ bléomycine
DFMO et Mélarsoprol
Souris T.b.brucei GVR 36

{diminution des doses)

-Jennings (1988)

Microtus montanus

T.b.gambiense

Mélarsoprol : actif si
adminis. tot et inactif si
affection chronique
Suramine : efficace
aprés 21 jours
{contradiction avec effet
thérap. chez homme :

limitation de ce modéle)

Tableau n'3.

Rongeurs utilisés en tant que modéles expérimentaux d’étude du traitement

de la trypanosomose humaine africaine (Bouteille 1990).



3.1.1. Etude in vitro (Bouteille 1990) :

L’¢tude in vitro consiste & maintenir en culture des formes sanguines de trypanosomes

et constitue la premiére étape de criblage des molécules trypanocides étudiées.

Depuis le début du siécle des tapis cellulaires nourriciers permettaient la

multiplication des parasites. Ce n’est qu’en 1985 que les milieux acellulaires furent décrits.

Cette €tude in vitro permet de mettre en évidence une activité directe sur les formes

sanguicoles.

3.1.2. Etude in vivo :

Trois principaux modéles animaux sont utilisés : le modéle murin, le modale ovin

et le modéle simien.

- Le modele murin : Divers composés ont éé expérimentés chez les
rongeurs qui permettent un tri primaire (les principaux médicaments
sont présentés dans le tableau n'3 ainsi que les souches parasitaires
étudiées).
Cependant, il faut savoir que la capacité des trypanosomes a produire
une infection chez les rongeurs dépend essentiellement :

- de la souche de trypanosome,

- de I’espece héte, _

- du sexe de I’espice hote (Bouteille 1990).
De plus, le modele murin différe trop de I’homme pour étre

représentatif de I'efficacité du produit dans les infections humaines.

- le modéle ovin (Bouteille 1990) : Ce n’est que depuis une vingtaine
d’années que I’on connait I’existence de Ia trypanosomose naturelle
chez le mouton :
- en 1969 un rapport de FAO/WHO pose le probléme de cette
parasitose chez Ie bovin,
- ent 1973 Mc Kenzie et al. décrivent pour la premiére fois les
 différentes formes d’infections A T, congolense et T. vivax chez
le mouton.

Les trypanosomoses expérimentales décrites dans les travaux de
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Ikede et Ikede (1972) et Losos (1975) montrent bien la réceptivité du
mouton & T. b. brucei : ’animal présente du point de vue clinique,
parasitologique et biochimique une maladie presque semblable 3 la
maladie humaine (Bouteille et al. 1988 a) : |

- hyperthermie,

- anémie,

- perte de pbids, '

- parasitémie transitoire.
De plus, il représente une abondante source de sang et de liquide

céphalorachidien qui permet d’étudier la pharmacocinétique des

médicaments.

- le modele simien : Un troisiéme modéle expérimental réceptif 4 la
maladie pourrait étre pris en considération : le singe. Mais dans nos
pays tempérés, son prix reste trés élevé et son élevage difficile. Les

différents modeles simiens utilisés sont répertoriés dans le tableau n°4.

" Modéles

Parasites Expérimentation Références

Singe :

Cercapithecus sp

T. b. rhodesiense Etude du LCR Corson (1938)

Macaque :

Inefficacité du Raether et

T. b. rhodesiense

Macaca arctoides Diminazéne Seidenath (1976)
T. b. rhodesiense
Singes Rechute avec Schmidt et Sayer
souche EATRO
cercopithéques (1989) Diminazéne (1982 aeth)

Tableau n 4.

Primates utilisés en tant que modeles expérimentaux d’étude

de la trypanosomose humaine africaine (Bouteille 1990),

Pour notre expérimentation, les molécules synthétisées par le Professeur Craciunescu

ont dans un premier temps été sélectionnées chez la souris CD1 infectée par T. b. brucei
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#

(parasite de rongeur) par 1’équipe du Docteur Loiseau A Chatenay-Malabry ; puis le produit

a été évalué dans la trypanosomose expérimentale du mouton i Limoges.
3.2. Nouvelles voies thérapeutiques :

Les principaux progrés acquis au cours des derniéres décennies en thérapeutique

trypanocide sont représentés par trois classes médicamenteuses :

- Les inhibiteurs de la synthése des polyamines : éflornithine
Ce médicament, qui semblait au départ trés prometteur, reste malgré son efficacité
difficile & employer. La lourdeur du protocole et son cofit limitent considérablement son

utilisation.

- Les dérivés arsénicaux :

IIs constituent 1’essentiel des trypanocides utilisables dans 1la phase
méningoencéphalique de infection, mais leur toxicité limite leur utilisation. De plus on note
depuis ces dix derniéres années un taux d’échecs de la thérapeutique au mélarsoprol de plus
en plus important (10%) (Kazumba et al. 1988).

La cyclisation de la structure de ces acides arséniques a débouché sur une série de
produits peu toxiques et actifs sur les deux phases de la maladie : les spiroarsoranes

(Dreyfuss et al. 1988 ).

- Les dérivés organo-métalliques :

Ils étaient au départ utilisés comme anti-tumoraux, mais le manque de médicaments
efficaces dans le traitement de la trypanosomose pousse les chercheurs A utiliser des
molécules destinées A une thérapeutique différente, mais présentant un mode d’action
comparable aux trypanocides actuels (Dreyfuss et al. 1988).

Les sels de métaux lourds connus pour leurs propriétés anti-tumorales en tant
qu’intercalants de I'ADN ont donc été expérimentés : leur utilisation s’avére efficace mais
présente une forte toxicité aux doses curatives.

Leur complexation avec des molécules a activité trypanocide permet une diminution
de cette toxicité associée 4 une potentialisation de I’activité (Zinstag et al. 1991).

Les travaux de Loiseau ez al. (1992) sont consacrés a 1"étude de ’action trypanocide
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de 27 complexes organométalliques synthétisés par le Professeur Craciunescu et dérivant de
différents métaux tels que le platine, rhodium, iridium, palladium et osmium.

Lactivité trypanocide contre T. b. brucei est étudiée in vitro et in vivo chez la souris -
ainsi les résultats prouvent que les composés les plus actifs sont les dérivés de la
pentamidine,

Parmi eux, I'Tr COD pentamidine s’avre étre 16 fois plus efficace que la pentamidine
seule et son index thérapeutique 7,5 fois plus élevé. Il semble donc intéressant de poursuivre

I’étude de I'activité et de la pharmacocinétique de ce produit chez le modéle mouton.
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CHAPITRE DEUXIEME

ACTIVITE TRYPANOCIDE ET
CINETIQUE PLASMATIQUE DE
L’IRIDIUM COD PENTAMIDINE DANS
LA TRYPANOSOMOSE
EXPERIMENTALE DU MOUTON.
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Ce chapitre présente 1’étude de ’activité trypanocide et la cinétique d’un complexe
organométallique : I'lr COD Pentamidine chez le modéle ovin apres infestation par T. b.
brucei,

Pour cette expérimentation, le produit utilisé, synthétisé par le Professeur
Craciunescu, a été étudié, dans un premier temps, chez la souris CD1 (infectée par le méme
parasite) par I’équipe du Dr Loiseau & Chatenay-Malabry.

La premiére partie de ce chapitre est consacrée 2 la description du matériel et aux
méthodes expérimentales mises en oeuvre. Puis, aprés présentation des résultats obtenus dans

une deuxiéme partie, nous abordons I’exploitation de ces résultats que nous COMparons avec

les données de la littérature.

1. MATERIELS ET METHODES.

1.1. Matériels.

1.1.1. Matériel biologique :

1.1.1.1. Le modéle animal : le mouton (Ovis aries) :
Le modele expérimental de la trypanosomose choisi pour nos travaux est le modéle

ovin. Le mouton est en effet un des rares animaux qui répond aux différents critéres
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nécessaires pour mener 4 bien des essais pharmacocinétiques :
- la trypanosomose est une maladie naturelle chez le mouton (bonne réceptivité
de 'animal 4 I’infection),
- I’élevage en est relativement aisé,
- les prélévements biologiques facilement réalisables.
L’étude a été effectuée sur cing moutons mdles agés de 2 4 3 mois, d’un poids
corporel de 21 & 31,5 kg avant I’expérimentation (Tableau n°5). Pour permettre de

différencier les animaux, chacun est marqué a I’oreille A 1'aide d’une bague numérotée.

[~ POIDS
MOUTONS |  CORPOREL (kg)
1 30,8
2 31,2
3 29,2
K 31,4
E 21

Tableau n°5.

Poids corporel des animaux utilisés avant Pexpérimentation,

Pendant toute ’expérimentation les moutons sont élevés en stabulation. Avant toute
étude, ils subissent un examen clinique et un contrble sanitaire (anthelminthiques par voie
orale).

L’étude est réalisée sur des moutons males, car 1’orchite volumineuse, qui apparait
dés les premiéres semaines de la maladie, représente un des symptdmes caractéristiques de

la trypanosomose & T. b. brucei.

1.1.1.2. La souche de trypanosomes :

La souche utilisée est Trypanosoma brucei brucei ANTAT 1.9 et provient de PInstitut
de Médecine Tropicale d’Anvers (Belgique). Elle nous a ét¢ aimablement fournie par le

laboratoire de parasitologie de la Faculté de Médecine de Limoges.
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Les trypanosomes sont conservés dans [’azote liquide 4 -180°C puis entretenus par
passages répétés chez la souris Swiss : une premiére injection est effectuée en intra-
péritonéale a la souris : 1’observation s’effectue deux fois par jour. Au bout de 48 heures,
on recherche les trypanosomes a I’état frais et on détermine la parasitémie aprés dilution
d’une goutte de sang murin infecté dans un millilitre de soluté physiologique.

En pratique, I’entretien de la souche sur souris s’effectue en inoculant par injection
intrapéritonéale 200 microlitres de suspension de sang dilué contenant 5 & 10 parasites par
champ microscopique a 1’objectif 40. Cependant, il est preférable de pratiquer un comptage
sur cellule de Malassez pour donner le nombres de parasite par millilitres.

La survie des souris dans ces conditions étant de 3 3 4 jours, on réalise le repiquage
réguliérement tous les 2 A 3 jours.

Les trypanosomes sanguicoles apparaissent trés mobiles au microscope optique ; la

mort rapide des souris confirme la pathogénicité et la virulence de lIa souche.

1.1.2. Matériel chimique et analytique :

1.1.2.1. Produit étudié : Iridium (I) Cyclooctadiéne Pentamidine ;

Ce dérivé de Ia pentamidine nous a été fourni par la Professeur Craciunescu

(laboratoire de chimie minérale et analytique, Faculté de Pharmacie de Madrid, Espagne).

- Formuie développée :(d’apras le professeur Craciunescu) : Figure n°5
- Masse moléculaire : 1575 gr
- Caractéres organoleptigues : "poudre” granuleuse de couleur brune.
- Caractéres physiques : - stable a la lumiére et & I’air
- peu soluble dans I’eau
- modérément soluble dans le
diméthylsulfoxide (DMSO), le diméthyl
formamide, chiorure d’éthyléne et un
peu moins dans la pyridine et le
tétrahydrofurane (Craciunescu et al.
1991). A trés faibles concentration, il est
soluble dans un mélange : eau (95%) et
DMSO (5%).

37



En ce qui concerne ’activité trypanocide contre T. b. brucei, ce produit est efficace
chez la souris a la dose de 0,5 4 2 mg/kg en sous-cutanée i dose unique (Loiseau ef al.
1992).

La dose maximale tolérée est de 200mg/kg par la méme voie en dose unique chez la

souris et I’index thérapeutique de 400.

1.1.2.2. Matériel analytique :

Le matériel de spectrométrie par absorption atomique (SAA) utilisé pour le dosage

sérique du produit comporte les éléments suivants :
- spectrophométre VARIAN ZEEMAN 300/400
- Four graphite ZEEMAN
- Lampe a vapeur d’iridium & cathode creuse (PHOTRON)
- Passeur automatique d’échantilions ZEEMAN
- Lecture spectrophométrigue a 264 nm.

1.2. Protocole opératoire.

Le protocole opératoire permettant 1’étude de 1’activité trypanocide du complexe
organométallique et la cinétique sérique de I'iridium comprend. dans un premier temps la
surveillance biologique des animaux : infestation, traitement et prélevements sanguins ; et

dans un deuxiéme temps les méthodes de dosage mises en oeuvre pour 1'étude

pharmacocinétique.
1.2.1. Surveillance biologique :

1.2.1,1. Infection des animaux :

La souche est entretenue chez la souris Swiss. On détermine d’abord la parasitémie
par comptage sur cellule de Malassez a partir d’une suspension de deux gouttes de sang
prélevé 4 la queue de la souris et dilué dans deux millilitres d’eau physiologique.

L’inoculum doit étre ajusté 3 10° trypanosomes dans une solution de tampon
phosphate (PBS), pH 7,2, sous un volume de 0,2 ml.

Chez la souris utilisée, la parasitémie s’éldve 3 environ 3000 trypanosomes par
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millimétres cube. La solution 3 injecter est donc préparée par dilution d'une goutte de sang
parasité dans 4 ml de PBS.
Chaque mouton regoit 0,2 ml de cette solution en injection sous-cutanée dans I’ars :
- les animaux 1, 2, 3 et 4 sont inoculés 3 Jo : ils seront utilisés pour !’étude
de la pharmacocinétique.
- I'animal n°5 est inoculé & J, mais ne sera traité qu’a I3¢ et nous servira de

témoin d’infection.
1.2.1.2. Traitement trypanocide :

- préparation du produit :

Le traitement se fera par injection d’une suspension du produit dans une solution de
CMCa 1%. Afin d’obtenir une granulométrie homogene, le sel est mélangé dans un mortier
avec la CMC (700 mg de médicament dans 700 ml de CMC). La suspension obtenue a une
concentration de 100mg/ml du produit total.

Chaque animal traité regoit une injection sous cutanée du produit dans 1’ars (zone nue
chez le mouton).
Le traitement est effectué i Jq : période oi le parasite est en phase lymphaticosanguine.

Les doses injectées sont résumées dans le tableau n’6 :

Mouton n°'1 | Mouton n°2 Mouton n°3 | Mouton n’4 Mouton n°5
(31 kg) (31 kg) (29 kg) (31 kg) (21 kg)
Posologie
1 1 10 10 10
(mg/kg)
Doses 2,1
injectées 0,30 0,31 2,9 3,1 (traitement a
(ml) 130)

Tableau n’6.

Posologies et doses injectées aux animaux lors du traitement trypanocide.
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1.2.2.3. Surveillance des animaux :
Elle repose sur deux critéres essentiels :
- ’examen clinique,
- la surveillance biologique.
- l’examen clinigue :
Les principaux signes retenus sont empruntés au protocole de Bouteille (1988 a), qui
considere les points suivants :
* 1’apparition et durée d’un trypanome,
* I’évolution de la température rectale, du poids corporel, de 1’anémie,
* ’apparition d’adénopathies,
* I’apparition et la durée des oedemes et leurs localisations,
* ’apparition d’une orchite, |
* I"apparition de troubles nerveux,
* les lésions oculaires,
* les modifications des phanéres,
* un prurit,
* le comportement général.
Lors de notre expérience, 1’observation clinique a portée sur 1’apparition :
- des Iésions oculaires (larmoiement),
- d’une orchite,

- d’un trypanome (Bouteille 1990).

- la surveillance biologique :
Elle a lieu une premiére fois a J g apres prélevements de sang au niveau de la

jugulaire, et recueilli sur anticoagulant. Deux méthodes sont utilisées :
-recherche de la parasitémie entre lame et lamelle A I’état frais,
-apres concentration sur DEAE cellulose selon la technique de Lanham et
Godfrey (1970).

1.2.2.4. Pharmacocinétique :

- Prélévement de sang :
Les prélevements sont effectués chez le mouton au niveau de la jugulaire selon les

horaires indiqués dans le tableau n°7. Le recueil s’effectue dans des tubes secs.
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Le mouton n°4 n’a pu étre immobilisé pour le prélévement bien que I’inoculation et

le traitement aient ét€ réalisés : 1’étude ne portera donc que sur quatre moutons.

Le mouton n°5 traité i J4 ne fait pas I’objet de I’étude pharmacocinétique.

Numéro des Horaires des prélévements en heures
prélévements Mouton n°1 Mouton n°2 Mouton n°3
Ty 0 0 0
T, 1,08 1,03 0,83
I T, 3 2,75
T, 8,7 8,6 8,36
T, 30,16 30,35 29,83
| Ts 49,58 49,83 49,93
| T 121,7 121,63 121,35

Tableau n'7,
Chronologie des prélévements sériques chez les

moutons traités par ’Ir COD Pentamidine.

- Préparation des échantillons :
Les tubes secs sont laissés au repos pendant quelques heures pour que s’effectue la

rétraction du caillot. Le sérum est récupéré 4 I’aide d’une pipette Pasteur et réparti dans des

tubes 4 hémolyse.
Apres centrifugation, on préléve de nouveau le sérum que 1’on place dans des tubes
a hémolyse et que I’on conserve jusqu’au dosage au congélateur i la température de -18°C,

pendant plusieurs semaines.

1.2.2. Protocole analytique : Dosage de PIr COD

Pentamidine :

Le dosage plasmatique de liridium se fait par spectrophotométric d’absorption

atomique.
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La technique utilisée, obtenue par communication personnelle (Perkin Elmer), ne
nécessite pas d’extraction contrairement au protocole du dosage du platine (Hull et al. 1981)
modifié (Laroche 1992). Le protocole analytique met en ocuvre la méthode des ajouts dosés
qui consiste a surcharger la prise d’essai a analyser de quantités croissantes et connues de la
substance & doser : ces solutions forment alors une séric d’étalons de concentrations
différentes (Pradeau 1992).

Cette technique d’étalonnage permet de maitriser les interférences possibles lorsqu’on
opere en milieux complexe (liquide biologique, sérum et excipient : carboxyméthylcellulose),
et d’améliorer la sensibilité du dosage quand I’échantilion est trés faiblement dosé tout en
controlant la sélectivité.

La programmation du four graphite est précisée dans le tableau n°8.

Phase Température (°C) Temps de maintien Gas flow ({/mn)
(secondes)
1 85 5,0 3,0
2 95 40,0 3,0
3 130 10,0 3,0
4 130 10,0 3,0
5 1000 10,0 ' 3,0
6 1000 20,0 3,0
7 1000 L5 0,0
8 2900 1,0 0,0
9 2900 1,5 0,0
10 2900 1,0 3,0

Tableau n’8.
Programmation du four graphite en spectrométrie d’absorption atomique
pour le dosage sérique de I’Ir COD Pentamidine.
L’étalon d’Iridium sous forme de métal est utilisé 2 une concentration de 1000 pug/ml
dans HCI & 20%. Les mesures se font &4 264 nm par lecture de la hauteur des pics. Le gaz

utilisé est ’argon.
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2. RESULTATS.

Le premier paragraphe présente les différents paramétres permettant la mise en
évidence de I’activité antiparasitaire.
Les données expérimentales concernant la pharmacocinétique sont présentées i la fin

de ce chapitre.
2.1. Activité antiparasitaire.

L’étude de I’activité anti-parasitaire repose sur la mise en évidence des parasites dans
le sang et I’observation des signes cliniques de la trypanosomose chez le mouton.
Huit jours aprés I'infection, la recherche des parasites aprés injection de I'inoculum
10° trypanosomes pour 0,2 ml) s’avere négative aprés deux méthodes de diagnostic :
- recherche entre lame et lamelle A 1’état frais,
- technique de la goutte épaisse aprés coloration au Giemsa,
Cependant, les signes cliniques notables de trypanosomose sont observés pendant
quinze jours.

A la fin del’expérience, les cing moutons sont vivants.
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2.2. Pharmacocinétique sérique.

Le mouton n 4 n’a pas pu étre prélevé : il nous a été impossible de I'immobiliser.

L’étude portera donc sur 3 moutons au lieu de 4.

2.2.1. Valeurs expérimentales :

Les valeurs expérimentales sont présentées dans les tableaux n°9 i 11,

Horaire des
0 1,08 8,7 30,16 49,58 121,7 720
prélevements (h)
Concentration en
o <10 14 <10 <10 <10 26 <10
| Indium (ug/l)

Tableau n’9.

Résultats du dosage de PIridium sérique chez le mouton n°1

(traité a Ia dose de 1 mg/kg).

Iridium (ug/1)

Horaire des
0 1,03 3 8,6 30,35 | 49,83 | 121,63
prélévements (h)
Concentration en
<10 <10 <10 <10 <10 <10 25

Tableau n"10.
‘Résultats du dosage de I’Iridium sérique chez le mouton n°2

(traité 2 Ia dose de 1 mg/kg).
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Horaire des

0 0,83 | 2,75 8,36 | 29,83 { 49,83 | 121,35 | 720
prélévements (h)

Concentration en
<10 44 56 51 198 198 154 <10

Iridium (ug/1)

Tableau n'11.
Résultats du dosage de I'Iridium sérique chez le mouton n°3
(traité A la dose de 10 mg/kg),

2.2.2. Aspect des courbes expérimentales :

La cinétique de I’iridium chez les moutons n°1 et 2 ne peut €tre étudiée : le métal est
a I’état de traces dans le sérum et la sensibilité de la méthode de dosage ne permet pas

d’obtenir de valeurs significatives. Aucune courbe ne peut étre établie.

Seuls les résultats du mouton n’3 permettent de tracer une courbe (Figures n°6 et 7,
pages suivarntes).

La courbe croit lentement pour atteindre un maximum vers la trentiéme heure. Puis
clle diminue et tend vers zéro A la 700°™® heure. Trente jours aprés I’administration du

traitement, la concentration sérique en iridium est pratiquement nulle.
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3. DISCUSSION.

3.1. Précisions sur I’expérimentation :

- Infection des moutons :

Le larmoiement a été le seul signe notable caractéristique de Ia trypanosomose puisque
la mise en évidence des parasites i I’état frais s’est avérée négative.

Cependant, on ne peut remettre en cause I’infestation des moutons, car les conditions
d’inoculation sont exactement celles du protocole de Bouteille (1990).

- le préiévement de sang chez la souris parasitée a été effectué sur le terrain et

I'inoculum a été rapidement injecté.

- le milieu de survie utilisé, le PBS (tampon phosphate), limite le risque de lyse des

parasites et semble étre le mieux adapté. L'utilisation de I’eaun physiologique a été

mise en cause dans les travaux de Laroche en 1992,

- la recherche de la parasitémie a eu liey huit jours aprés I'infection (Jg). Six A huit

heures se sont écoulées entre le prélévement sanguin et la mise en évidence des

trypanosomes. Les conditions opératoires ne nous ont pas permis de rechercher les

parasites sur le terrain. II est possible que ce délai ait été préjudiciable a la survie

des trypanosomes dans le sang. De plus, Uexpérimentation a été réalisée en hiver

(température ambiante proche de 0°C) : or, le développement et la survie des

trypanosomes dans le sang nécessite une température proche de la température
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corporelle.

On peut donc penser que les moutons parasités ont développé une maladie chronique
comme c’est le plus fréquemment le cas : la chronicité est caractérisée par la succession de
crises de courte durée séparées par de longues périodes de rémission (Euzéby 1986 ; Acha
et Szyfres 1989 ).

- Préparation du médicament trypangcide :

Selon les travaux de Craciunescu et al. ( 1991), les complexes neutres de I’iridium
sont peu solubles dans 1’eau mais solubles dans un solvant organique : le DMSO.

Une solution du produit dans le DMSO & 5 %(cau : 95%, DMSO : 5%) utilisable
chez la souris, impose chez le mouton ’emploi d’un volume trop important pour une
injection sous-cutanée.

En revanche, le DMSO 4 70 % (ean : 30%, DMSO : 70%) permet de diminuer ce volume
mais provoque chez le mouton une douleur au point d’injection et une impotence temporaire
du membre (Laroche 1992).

C’est pourquoi nous avons préféré réaliser une suspension du produit dans la carboxy-
méthyl-cellulose (CMC) & 1 % déja utilisée chez le modele murin dans les travaux de
Loiseau et al. (1992). Cet excipient, a consistance de gel, joue un rdle dans la diffusion du

dérivé iridié¢ a partir du point d’injection.

- Posologies :
Deux moutons ont été traités 4 1 mg/kg (dose trypanocide chez la souris), mais, pour
des raisons de sensibilité de la technique de dosage de Iiridium, Ies autres animaux ont recu

des doses supérieures aux doses thérapeutiques : 10 mg/kg.

3.2. Activité trypanocide.

Le complexe organométallique est connu pour son activité trypanocide chez Ia souris
& la dose unique de 0,5 2 2 mg/kg. La souche de T. b. brucei utilisée au cours de cette

expérience est différente de la nétre et provient de I’Institut Pasteur & Paris,

Au cours de notre étude, tous les moutons ont survécu plus de trois mois : le

traitement injecté huit jours aprés ’infection a donc été efficace et nous permet de confirmer
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1’efficacité de I'Ir COD Pentamidine en phase lymphaticosanguine de la trypanosomose i T.
b. brucei, La CMC, bien que ralentissant la diffusion du produit, n’a pas d’effet sur I’activité
trypanocide.

Mais I'iridium injecté a la dose de Img/kg ne se retrouve qu’a I’état de traces au
niveau sanguin, on ne peut donc pas imputer I’effet trypanocide au métal seul. C’est I’activité
gobale du complexe iridié qui permet d’obtenir un effet trypanocide & des doses plus faibles
que celles utilisées pour la pentamidine seule : 3 4 4 mg/kg. Ici les doses curatives sont 3
a 4 fois plus faibles.

L’étude de I’activité du produit en phase de polarisation neuroméningée a été réalisée
sur le mouton n°5 traité a J5, : il 2 présenté les mémes signes cliniques caractéristiques
de la trypanosomose et a survécu plus de trois mois. Cependant, on ne peut conclure a une
activité du médicament en phase de généralisation.

En effet, selon les travaux de Bouteille ef al. (1988 a) sur le modéle ovin, 1’apparition
des trypanosomes au niveau du LCR est observée 47 jours en moyenne aprés I’infection,
Donc pour notre expérimentation, le mouton ayant été traité a J,5, on ne peut affirmer
totalement la présence du parasite dans le LCR (Euzéby 1986).

De plus, le parasite en cause, T. b. brucei, reste souvent chez les animaux au niveau
sanguin sans développer de phase de polarisation neuroméningée (seuls quelques parasites
passent dans le LCR).

Il en est de méme pour les trypanosomes de la maladie -du sommeil de I"’homme, et

pour T. evansi et T. equiperdum des animaux (Euzéby 1986).

- Le passage du produit & travers la barriére hématoméningée pourrait étre envisagé
mais semble peu probable pour un composé de poids moléculaire aussi élevé (1575).

- La pentamidine, dont la cinétique a été bien étudiée, ne franchit pas la barriére
hématoméningée. Mais on peut se demander si la complexation avec l’iridium et les
propriétés physicochimiques de la molécule finale ne jouent pas en faveur de son

franchissement,

- Le passage de I'iridium seul 2 travers la barriére reste la derniére hypothése, dans

la mesure ol I'iridium aurait une activité trypanocide propre.

Seule une étude du LCR nous permettrait de confirmer ’une ou [’autre des

hypotheses. Mais il est peu vraisemblable gue le complexe organométallique passe Ia barrigre
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hémato-méningée, compte tenu qu’aucun des dérivés de la pentamidine n’a jamais été
retrouvé dans le LCR,

Au terme de cette étude, on ne peut conclure 3 une activité trypanocide de
I'Ir COD Pentamidine qu’en phase lymphaticosanguine de la trypanosomose A T, b. brucei

a la dose unique de 1mg/kg.

3.3. Cinétique sérique des complexes

organométalliques :

Ce paragraphe est consacré i la comparaison de la cinétique de PIr COD Pentamidine

avec celle de différents produits déja étudiés.

3.3.1. Etude de PIr COD Pentamidine :

La cinétique plasmatique de 'iridium permet d’émettre différentes hypothéses sur le
métabolisme et le devenir du métal dans I’organisme.

La courbe de la figure n°6 présente d’abord une ascension rapide mais bréve pendant
les trois premiéres heures, suivie d’une diminution plus faible allant jusqu’a la dixidme heure.
Ceci correspondrait & la diffusion du produit dans le compartiment sanguin (ascension),
accompagnée d’une diffusion dans 1’organisme et fixation au niveau des organes profonds.
Lors de ces premiéres heures, la concentration de I’iridium atteint un maximum relativement
faible de 55ug/l, ce qui prouve que le produit ne diffuse que trés modérément, la majeure
partie du médicament restant probablement au point d’injection.

A partir de ia dixieme heure, on observe une croissance de la courbe qui atteint un
plateau vers la trentiéme heure puis décroit progressivement. Ceci refléte la dissolution et
le relargage du médicament 2 partir des tissus et des organes profonds vers le sang, associé
a son €limination (modérant ainsi la pente de la courbe).

La derniere décroissance résulte de 1’élimination du produit. Mais sans prélévement
entre la 120°™® et [a 700%me heure, on ne peut réellement apprécier le vitesse d’élimination.

A J;q, il n’y a plus aucune trace décelable du complexe dans le compartiment

sanguin : la totalité du médicament a été éliminée.
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quantité de Pentamidine

A éliminée par jour enyg.

20 1

10

» M re ) .
50 100 150 200 Jjours

Figure n°§
Vitesse d’élimination de la pentamidine chez Ie rat
{Launoy et al. 1960 in Ballout 1987 ).
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3.3.2. Comparaison avec la cinétique de Ia pentamidine :

Les données de ce paragraphe sont tirés des travaux de Ballout (1987) sur la
pentamidine.

La pharmacocinétique de la pentamidine, connue depuis plusieurs dizaines d’années,
se caractérise par un passage rapide dans le sang, une fixation trés forte sur les tissus
hépatiques et rénaux et enfin une élimination trés lente sans métabolisation.

Les travaﬁx de Launoy et al. (1960) permettent de déterminer la vitesse d’élimination
de la pentamidine chez le rat (Figure n°8) : elle est d’abord trés rapide pendant les premiers
jours qui suivent |’administration, puis diminue rapidement jusqu’a ce que sa concentration
devienne indécelable. Cette élimination urinaire et fécale est trés lente (demi-vie supérieure
a 6 jours).

La quantité présente dans le sang est trés faible et chute rapidement a cause d’une
fixation rapide dans les tissus : la concentration plasmatique est comprise entre 0,3 et 1,4
pg/ml apres une dose de 4mg/kg. Le pic de concentration maximum se situe une heure aprés
I’injection.

La fixation de la pentamidine dans les organes profonds est suivie d’un relargage
progressif au niveau sanguin (expliquant 1’utilisation de ce dérivé en chimioprophylaxie des
T.H.A.). Apres I'arrét du traitement, on peut trouver pendant. six a huit semaines de la
pentamidine dans les urines. ‘

Alors que I’accumulation au niveau des organes profonds est comparable pour le
dérivé iridié et la pentamidine, la diffusion au point d’injection semble beaucoup plus faible
pour le dérivé iridié et sa disparition sanguine plus rapide.

Seule la détermination de la cinétique sérique de la pentamidine chez le mouton traité

par le complexe iridié peut permettre une comparaison avec les résultats de la littérature.
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3.3.3. Comparaison avec la cinétique de Piridium apres
Pinjection de I’Ir(Clg)stilbamidine :

Parali¢lement & nos travaux, une étude cinétique de I'Ir Clg Stilbamidine (Troubat
1994) a été menée selon un protocole expérimental analogue : souche de trypanosomes, lots
de moutons et horaires de prélévements identiques.

La comparaison des deux cinétiques (Figures n°6 et n°9) fait apparaitre pour chacun
des produits une évolution similaire du taux sérique de I’iridium : libération A partir du point
d’injection, métabolisation avec diffusion au niveau des organes profonds puis relargage
progressif dans le compartiment sanguin.

Cependant une différence notable apparait dans la cinétique de I'iridium selon que ’on
injecte I'Ir Clg Stilbamidine ou I’Ir COD Pentamidine : la concentration sérique du métal.
Elle est en effet, pour des doses thérapeutiques équivalentes, trés élevée pour le dérivé de
la stilbamidine (de I’ordre de 1500 & 2000pg/1) et beaucoup plus faible pour le dérivé de la
pentamidine (maximum : 200ug/1).

Ceci peut s’expliquer par le fait que la résorption A partir du point d’injection reste
trés lente pour le complexe de la pentamidine, la majeure partie restant au niveau du site
d’injection.

Il est probable que la structure physicochimique des molécules étudiées influe
fortement sur la pharmacocinétique de I’iridium :

- la masse moléculaire de 671,22 pour I'Ir-Cl, -Stilbamidine atteint
1575 pour I'Ir-COD-Pentamidine et doit jouer un role dans sa lente
résorption.

- la présence de chlore dans le dérivé de 1a stilbamidine augmente sa
lipophilie et favorise ainsi sa diffusion.

- le complexe est caractérisé par une trés basse solubilité dans |’eau et
les milieux biologiques (Craciunescu, communication personnelle). La
présence du cyclooctadiéne est motivée par des exigences de synthese
organique. La salification par le tétraphénylborate procéde du méme
principe. De plus, aucun de ces deux composants ne posséde d’activité
trypanocide propre. 1l en résulte une diffusion trés lente du complexe

a partir du point d’injection. Le pic plasmatique d’iridium est remplacé
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par une courbe de pente faible. Cette structure chimique concourt 3 une diminution notable
de la toxicité, qui s’ajoute & celle recherchée dans la conception méme des complexes

organométalliques.

3.3.4. Comparaison avec la cinétique du platine apres

injection du chlorure de Cis Platinum Pentamidine :

Le chlorure de Cis Pt Pentamidine a été synthétisé par Craciunescu selon un principe
analogue (complexation d’un intercalant de I’ADN : Cis Platinum, et d’un trypanocide :
pentamidine). Il est actif sur la phase lymphatico-sanguine de Ia trypanosomose expérimentale
du mouton & T. b. brucei (Dreyfuss et al, 1988).

L’étude de la cinétique du platine aprés injection du complexe (Figure n°10) permet
de visualiser un pic entre 45 et 60 minutes suivi d’une décroissance lente sur plusieurs jours.
Ce profil révele un stockage du produit dans les organes profonds et les espaces
extravasculaires comparable a celui de I'iridium apres injection de I'Ir COD Pentamidine.
La différence réside toujours dans le fait que la diffusion 3 partir du point d’injection se fait
de fagon rapide pour le dérivé halogéné.

De plus, on observe pour I'Ir COD Pentamidine un relargage a partir des organes
profonds et une élimination beaucoup plus rapides. _

La différence de poids moléculaire (626,6 pour le chiorure) et la plus forte
liposolubilité de ce dérivé halogéné jouent 13 aussi en faveur de sa vitesse de résorption.

Il convient de plus de ne pas négliger Pexcipient utilisé lors de I'injection : le
chlorure a été solubilisé dans un solvant OTganique connu pour ses propriétés irritantes : le
DMSO. Son utilisation entraine au point d’injection une inflammation caractérisée par une
hypervascularisation et une hyperémie locale qui augmente considérablement la perméabilité
vasculaire.

Par opposition, la suspension du produit dans la CMC entraine une diffusion retardée

et pourrait contribué 3 la persistance du dérivé iridi¢ au site d’injection.
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3.3.5. Comparaison avec la cinétique du platine aprés

injection de I'iodure de Cis Platinum Pentamidine :

L’étude de la cinétique du platine apres injection de I'iodure de Cis Platinum
Pentamidine effectuée dans des conditions opératoires analogues (Laroche 1992), montre une
ascension d’abord rapide puis plus modérée de la concentration sérique qui s’achemine
progressivement vers un plateau (Figure n°11).

La comparaison des deux produits révéle un profil général similaire :

- une résorption & partir du point d’injection qui, bien que trés élevée pour
I’todure, reste progressive,

- une fixation importante et lentement réversible au niveaﬁ des organes
profonds,

- une élimination progressive (Dreyfuss ef al. 1993).

Il est probable que cette lenteur de résorption et d’élimination soit pour une part
imputée 2 la stabilité et 4 la masse moléculaire des complexes qui freinent les transferts de
molécules.

Cependant, les parametres évoqués ultérieurement (liposolubilité et excipient) sont

toujours en faveur d’une libération plus importante du dérivé halogéné.

En résumé, tous les composants des complexes orgaﬁométaiquues interviennent dans
la cinétique sérique du métal :
-la nature de Ia base organique,
~celle de I’anion,
-la masse moléculaire totale du produit injectg,
- la solubilité du complexe dans 1’eau et les milieux biologiques,
-la stabilité de I’ensemble du complexe.

En comparaison aux observations faites chez la souris, 4 priori, la concentration
restante au site d’injection observée 4 1’autopsie permet de conclure 3 une activité trypanocide
beaucoup plus forte que celle de la pentamidine qui est totalement résorbée et malgrés tout
moins active. En outre, la différence de toxicité est intéressante d’un point de vue

fondamental et mériterait d’étre approfondie avec des toxicologues,
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CONCLUSION

L’Ir COD Pentamidine a prouvé son efficacité en phase lymphaticosanguine de la
trypanosomose expérimentale du mouton & T. b. brucei.

Ce complexe présente deux intéréts pharmacologiques essentiels en tant que
trypanocide :

- une dose trypanocide faible (1 mg/kg),
- un traitement & dose unique.

Son activité semble étre sous la dépendance d’une fixation massive dans les organes
profonds suivie d’un relargage progressif.

Cependant, dans notre étude, sa cinétique est dominée par un stockage au niveau du
site d’injection expliquant les faibles quantités sériques retrouvées : le poids moléculaire du
produit serait I’'un des paramétres responsables de sa lente diffusion,

Pour la méme raison, il est peu probable qu’il soit actif en phase de polarisation
méningée, compte tenu du fait qu’aucun dérivé de la pentamidine n’a jamais été retrouvé au
niveau du LCR.

Sien outre on considére son prix de revient relativement élevé, du fait de la présence
d’un métal rare, on peut supposer que son utilisation pourrait s’orienter vers le traitement
des trypanosomoses animales pour lesquelles la phase de généralisation ne présente pas la
méme importance. Mais cela reste difficilement envisageable & court terme.

L’étude de la cinétique sérique de !'iridium n’ayant abouti qu’'a des résultats
incomplets, il serait souhaitable d’établir la cinétique de la pentamidine chez le mouton afin

de déterminer I’importance réelle de Viridium au sein du complexe,
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Le traitement des trypanosomoses africaines humaines et animales reste 3 'heure

actuelle trés difficile.

Malgré quelques progrés récents, la thérapeutique humaine repose sur Futilisation de
dérivés arsénicaux trés actifs sur les deux phases de la maladie, mais aussi trés toxiques. Les

traitements vétérinaires sont toujours aléatoires.

Nous avons étudié un composé organométallique original, téputé trypanocide chez la
souris de laboratoire : le tétraphénylborate d'iridium-cyclooctadiéne pentamidine. Ce produit
résulte de la complexation d'un médicament trypanocide, la pentamidine, avec un sel de métal

lourd, I'iridium, connu pour ses propriétés antitumorales.

Ce produit, administré par voie sous-cutanée, présente une activité trypanocide chez
Ia souris infectée par Trypanosoma brucei brucei, i la dose unique de 0,5 3 2 mg par kg de
poids corporel. Chez le mouton parasité par la méme espéce, il est actif en phase lymphatico-

sanguine de la maladie 4 la dose unique de 1 mg/kg.

L'étude de la cinétique sérique de Viridium révéle un stockage long et important du

métal, dont la concentration sérique diminue trés lentement pendant plusieurs semaines.

Les résultats obtenus permettent de proposer l'utilisation du produit dans le traitement

des trypanosomoses africaines de l'animal domestique,

MOTS-CLES. Cinétique sérique - Complexe organométallique - Iridium cyclooctadiéne

pentamidine - Trypanosomose - Trypanocide.




