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INTRODUCTION

La trypanosomose africaine est une parasitose en pleine recrudescence, qﬁi, encore
a I’heure actuelle, pose un gros probléme de santé publique.

Pres de 36 pays sont endémiques, ce qui représente plusieurs milliers de personnes
parasitées. Mais, au dela des affections humaines, 1’atteinte des troupeaux ovins, bovins,
caprins, est encore plus dramatique, car, les pertes protidiques engendrées aggravent encore
I’état de malnutrition des populations déja infestées (Kuzoe, 1991).

11 est donc urgent de mettre au point des nouveaux médicaments trypanocides, actifs
sur les deux phases de la maladie, a dose unique. De nombreux chercheurs s’y employent,

car les produits qui sont actuellement a notre disposition ne sont pas satisfaisants.

Notre modeste contribution a ce vaste programme de recherche a consisté A évaluer
I'efficacité d’une molécule nouvelle sur un modele de trypanosomose expérimentale du
mouton.

Ainsi, dans la premiére partie de notre mémoire, nous ferons un bref rappel sur les
trypanosomoses fumaines et animales. Puis, dans une seconde partie, nous évaluerons
Pactivité trypanocide de I'IrClg2" Stilbamidine, ainsi que la pharmacocinétique de I’Ir aprés

injection sous-cutanée du complexe A des moutons parasités.



Chapitre premier

RAPPELS SUR LES TRYPANOSOMOSES
AFRICAINES




1. LA TRYPANOSOMOSE HUMAINE AFRICAINE

La trypanosomose africaine ou maladie du sommeil est une affection grave déterminée
par des parasites (frypanosomes) transmis par une glossine (mouche tsé tsé). Cette affection
touche aussi bien les hommes que les animaux. Elle représente un véritable fléau pour la
population. Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), 50 millions de personnes sont
exposées, et 25000 nouveaux cas sont recensés chaque année. Mais, compte-tenu de
P’isolement de certaines communautés, le dépistage n’est pas facile, et on comprend aisément

qu’il est difficile de donner des chiffres exacts.

1.1. Epidémiologie :

La maladie du sommeil sévit du 15°™® parallele nord au 15°™® paralléle sud : ceci

représente 36 pays africains différents (Figure n°1).

1.1.1.Le parasite responsable :

Les trypanosomes responsables sont des protozoaires flagellés. Il existe deux sous-
especes pathogenes pour 1’homme : Trypanosoma brucei gambiense et Trypanosoma brucei
rhodesiense.

* T. b. gambiense est responsable d’une trypanosomose principalement
anthroponotique qui évolue sur un mode chronique, et qui sévit en Afrique

occidentale et centrale.
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Cameroun

Zambie

Figure n°1.

Répartition géographique des trypanosemoses humaines africaines.
(Gentilini et Duflo, 1986).



* T. b. rhodesiense détermine quant 3 lui, une maladie aigué, d’origine

zoonotique, qui sévit en Afrique orientale (Acha et Szyfres, 1989).

1.1.2.Le vecteur :
Les trypanosomes sont transmis par des glossines (mouches tsé tsé) qui sont des
dipteres brachyceres piqueurs. Méles et femelles sont hématophages, et piquent aussi bien

les hommes que les animaux.

- Classification :
Il existe plusieurs espéces de glossines :
* Glossina palpalis, G. fuscipe&, G. tachinoides vivent dans les foréts et le
long des cours d’eau. Elles représentent les vecteurs principaux de T. b.
gambiense. 1’homme est un réservoir de parasites essentiel, mais on a
également constaté que certains animaux peuvent étre des hotes possibles :
c’est le cas des bovins par exemple ou encore des suidés. Il est donc
impossible, avec les données connues actﬁeilement, de nier tout caractére
zoonotigue A cette affection (Euzéby, 1984).
* Glossina morsitans, G. pallidipes, G. swynnertoni vivent dans les savanes
a végétation basse, et sont vecteurs de T. b. rhodesiense. Ces glossines sont
zoophiles ; elies piquent surtout les bovidés et les porcs. Mais parfois, elles
peuvent piquer les hommes lorsqu’ils s’aventurent dans les biotopes habités
par les animaux réservoirs et par les glossines vectrices. Ainsi, les plus
touchés sont les pécheurs, les chasseurs, les gardiens d’animaux, et parfois
meme, des touristes (lors de safari) [Acha et Szyfres, 1989].
- Cycle :
Le cycle de développement (Figure n°2) du parasite est hétéroxéne (il
nécessite deux hdtes) :
- un hote invertébré : la glossine,
- un héte vertébré : homme ou animal.
Les glossines se contaminent en piquant un homme ou un animal infecté. Les
trypanosomes ingé€rés se multiplient dans ’intestin moyen de la mouche. 1Is subissent
ensuite diverses transformations et apparaissent environ trois semaines aprés au niveau

des glandes salivaires sous forme métacyclique infectante.



1 DIFFUSION LYMPHATICG - SANGUINE
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Figure n°2.
Cycle de développement des trypanosomes africains.

(Enseignement de Parasitologie ; Facuité de Pharmacie de Limoges).




Les trypanosomes sont inoculés & un nouvel hdte, a I’occasion d’un nouveau
repas sanguin. Les formes métacycliques se transforment en trypomastigotes et

envahissent rapidement le sang et le systéme lymphatique.

1.2, Symptomatologie :

La clinique observée peut étre variable selon que 1’on a 4 faire 3 une forme typique

ou non. Classiquement, on peut séparer la symptomatologie en trois étapes, qui peuvent,

selon les cas, étre plus ou moins imbriquées (Boa et al., 1988).

~ Incubation :

L’incubation peut durer de cing & vingt jours aprés la piqiire de ia glossine.
Celle-ci peut passer inapergue, ou bien, peut provogquer un chancre ou trypanome,
réalisant un pseudofuroncle. Il persiste quelques jours puis disparait sans séquelle.

- Phase lymphaticosanguine :

Elle correspond a la phase de généralisation de la maladie. Il y a dissémination
des trypanosomes dans tout 1’organisme. On retrouve :

- des adénopathies surtout cervicales et sus-claviculaires,

- une hépatosplénomégalie (non constante),

- une fiévre qui est intermittente et fluctuante (38 4 38°5 C),

- altération de 1’état général, perte de poids,

- signes cutanés (plus rarement) & type de placards érythd@mateux, sur le tronc et les
membres.

- Phase de polarisation cérébrale :

Elle est caractérisée par l’envahissement du systéme nerveux central,
probablement par passage des trypanosomes dans les plexus choroidiens (Dumas et
al., 1986). Elle détermine une méningo-encéphalite avec des signes neurologiques :

- troubles du sommeil (au départ, inversion du rythme nycthéméral puis état

d’hébétitude permanent) ;

- troubles psychiques avec modification du caractére de I’individu qui devient

triste, apathique ;

- troubles moteurs : mouvements anormaux, crises convulsives,...

- troubles sensitifs (hyperesthésie), neuroendocriniens (aménorrhées, troubles



de la soif...).

Remarque : la trypanosomose & 7. b. rhodesiense évolue rapidement,

déterminant une maladie aigué. Par contre, la trypanosomose & 7. b. gambiense
évolue plus classiquement en deux périodes comme précédemment décrites.

- Evolution ;

Sans traitement, le malade évolue plus ou moins vite vers la cachéxie

sommeilleuse ; le patient sombre dans le coma et meurt (Gentilini et Duflo, 1986).

1.3. Diagnostic biologique :

1.3.1. Diagnostic direct :

C’est la mise en évidence du trypanosome. Elle est essentielle ; c’est elle qui permet
le diagnostic de certitude (Dumas et Girard 1978). On le recherche dans le sang et dans les
ganglions {Golvan et Ambroise-Thomas, 1984).

* L’examen d’une goutte de sang frais entre lame et lamelle permet de
voir les trypanosomes vivants. Mais, ceci n’est pas toujours évident,
surtout dans les formes & évolution lente. On peut alors étre amené a
pratiquer des méthodes d’enrichissement du sang :

- utilisation d’un frottis aprés coloration au Giemsa,

- par centrifugation en tube capillaire : on recherche alors les parasites
a I’état frais dans le culot de centrifugation (Euzéby, 1986),

- par séparation des trypanosomes et des hématies sur gel de cellulose
(les trypanosomes mobiles passent dans 1’éluat, sont centrifugés, et
sont examinés au microscope & 1’état frais) [Lanham et Godfrey,
1970].

*L’examen du suc ganglionnaire se fait & I’état frais. Il donne de

meilleurs résultats que la recherche dans le sang (Léger ef al., 1992).

*Le liquide céphalorachidien (LCR) est examiné a I’état frais en cellule
de Malassez ou de Nageotte (Bouteille, 1990).
Tous ces prélévements biologiques peuvent étre inoculés 3 des animaux sensibles

(rats, souris).




1.3.2. Diagnostic 'indirect (Stanghellini, 1988) :

C’est un diagnostic immunologique ol sont mis en évidence des anticorps élaborés
pér les sujets parasités, en réponse a la présence des trypanosomes. On recherche des
anticorps dans le sang et dans le LCR. Plusieurs méthodes sont utilisées :

- Immunofluorescence indirecte (Oudart et al., 1976).
- Agglutination directe sur carte (Croft, 1985).
- Méthode immunoenzymologique : ELISA (Euzéby, 1986).

De plus, au niveau du LCR, une prolifération polyclonale des lymphocytes B et une
protéinorachie élevée sont caractéristiques de la trypanosomose : " Lorsque plus de 10% de
la protéinorachie est faite d’immunoglobulines M, le diagnostic de la trypanosomose est

pratiquement acquis " (Gentilini et Duflo, 1986).

1.4. Thérapeutique actuelle :

1.4.1. Introduction :

La maladie du sommeil pose encore & I’heure actuelle un gros probléme
thérapeutique : aucun médicament efficace et bien toléré n’a encore été découvert. Nous
disposons aujourd’hui de produits qui ne passent pas tous la barriere hémato-méningée, et
qui sont assez toxiques pour I’homme.

Les formules développées des différents produits utifisés sont présentées figure n°3.

1.4.2. Médicaments ne traversant pas la barriére hémato-méningée ;
1.4.2.1. La pentamidine :

- Formule brute : Cp3H36N,0,4S,
- Poids moléculaire : 340
- Nom de commercialisation : LOMIDINE®
La pentamidine est une diamidine aromatique. Elle est uniquement active sur la phase
lymphatico-sanguine de la trypanosomose (Breton et Dumas, 1990).
- Posologie : _
* & titre curatif : 3 & 4 mg/kg de poids/jour (jamais plus de 300mg), en 5 &
10 injections espacées de 24 i 48 heures.
* peut aussi €ire utilisée en prophylaxie (Gentilini et Duflo, 1986).

- Effets secondaires : elle provoque des douleurs au point d’injection, et un malaise pouvant
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Formules développées des médicaments de la trypanosomose humaine africaine.
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aller jusqu’au coma.

- Mode d’action : il y a une interaction entre la pentamidine et I’ADN du trypanosome
(Goodman et al., 1990). De plus elle agit en bloquant le catabolisme glucidique (Euzéby,
1986).

- Pharmacocinétique : la demi-vie est de 6 heures. Ce produit est bien absorbé par voie
parentérale. Il est stocké au nivean du foie, des reins, de la rate, puis relargué
progressivement au niveau sanguin. Son élimination rénale est lente et se fait sous forme
inchangée : aprés ’arrét du traitement, on peut trouver de la Pentamidine dans les urines
pendant 6 & 8 semaines.

1.4.2.2. La suramine :

- Formule brute : C5 H,,NNacO,,S,
- Poids moléculaire : 1429
- Nom de commercialisation : MORANYL®

C’est un uréide complexe, dérivé des solvants azoiques. La suramine est uniquement
active sur la phase lymphaticosanguine de la trypanosomose (Breton et Dumas, 1990).
- Doses utilisées : 20 mg/kg/j, 5 & 10 semaines consécutives (Gentilini et Duflo, 1986).
- Effets secondaires : accidents d’intolérance avec fievre, arthralgies, éruptions cutanées ;
Risque de néphrotoxicité qui implique une recherche obligatoire d’une protéinurie avant
chaque injection.
- Mécanisme d’action : la suramine altére le catabolisme glucidique. De plus, elle altére le
catabolisme protidique par inhibition d’une protéine kinase (Euzéby, 1986).
- Pharmacocinétique : la suramine doit €tre administrée par voie parentérale. La
concentration plasmatique diminue trés vite en quelques heures, puis plus lentement avec une
demi-vie de 48 heures. Enfin, la concentration se met 4 diminuer trés lentement (pendant plus
de 50 jours). Dans le plasma, la suramine est transportée par I’albumine. Sa persistance dans
la circulation explique son utilisation en prophylaxie. La suramine est éliminée par voie

urinaire {Goodman et al., 1991).

1.4.2.3. Acéturate de diminazéne :
- Formule brute : C5,HygNgOg,4H,0
- Poids moléculaire : 587
- Nom de commercialisation : BERENIL®

11



Ce produit est surtout utilisé dans la trypanosomose animale, mais on lutilise
quelquefois chez I’homme (Marie-Daragon, 1993).
- Posologie : une injection intra-musculaire quotidienne de 2 mg/kg de poids pendant 7 4 10
jours.
- Mécanisme d’action : c¢’est une diamidine aromatique qui agit en bloguant le catabolisme

glucidique du parasite et qui inhibe la synthése des acides nucléiques (Goodman ef al., 1991).

En plus de la Pentamidine et de 1’Acéturate de diminazéne, une autre diamidine
aromatique a été ufilisée dans le traitement de la trypanosomose animale : la Stilbamidine.
-Mode d’action (Schnitzer et Hawking, 1963) :

La Stilbamidine est rapidement absorbée par le parasite. L’activité trypanocide est die au
composé lui méme et non pas & un métabolite.
-Activité :

* in vitro, sur Trypanosoma equiperdum,

* in vivo, sur Trypanosoma rhodesiense. Chez le lapin, la dose curative est de
1,25 4 5 mg/kg, en injection unique (ou 0,5 mg/kg pendant 5 jours consécutifs).
D’autre part, il existe un phénomene de résistance a la Stilbamidine dans lequel le produit

est trés peu absorbé par le parasite.

1.4.3. Médicaments traversant la barriére hémato-méningée :

1.4.3.1. Le mélarsoprol :

- Formule brute : C{,H 5ONgS,As
- Poids moléculaire : 398
- Nom de commercialisation : ARSOBAL®

C’est un composé arsénical trivalent découvert par Friedheim en 1949,

Le mélarsoprol est efficace aussi bien dans la phase lymphatico-sanguine que dans la
phase neuro-méningée. |
- Posologie : 3,6 mg/kg de poids/jour en intra-veineuse, tous les deux jours, par série de
trois injections. Celte série peut étre répétée une, deux, ou trois fois, en respectant un
intervalle de 15 jours entre chaque injection (une série de trois injections si on se trouve en

phase lymphaticosanguine, trois ou quatre séries en phase neuro-méningée) [Gentilini et

12



Duflo, 1986].
- Effets secondaires : les médicaments arsénicaux sont tous trés toxiques et d’un maniement
trés difficile. Les injections doivent éfre strictement intra-veineuses. Il ne doit y avoir aucune
trace d’eau sinon, il y a précipitation du produit. Nécessité d’une surveillance hospitaliére
du patient qui doit étre maintenu au lit pendant toute la cure, et qui doit étre & jeun 12 heures
avant chague injection.
- Autres effets secondaires : - accidents locaux fréquents (thrombose veineuse, nécrose
cutanée...), risque de malaise, nausées, vertiges.
- chez 5% des sujets traités, survient une encéphalopathie
arsénicale tres grave et souvent mortelle (Dumas ef al., 1986).
Malgré ces dangers, le mélarsoprol reste le plus employé et le plus efficace 4 tous les
stades de la maladie.
- Mécanisme d’action : il génerait le métabolisme énergétique du trypanosome en inhibant
la pyruvate kinase et la glycérophosphate deshydrogénase (Dumas et al., 1985). ‘
- Pharmacocinétique : il est administré en intra-veineuse, Une faible partie (mais néanmoins
suffisante) entre dans le LCR et tue les trypanosomes (Bouteille, 1990). Le mélarsoprol et

ses métabolites sont éliminés en 5 jours, par voies biliaire et urinaire (Bouteille, 1990).

1.4.3.2. Eflornithine :

- Formule brute : CgH;,0,N,F,
- Poids moléculaire : 182
- Nom de commercialisation : ORNIDYL®

L’Eflornithine ou alpha-difluorométhylornithine (DFMO) semble &tre plus active sur
le T. b. gambiense que sur le T. b. rhodesiense. Elle franchit la barriére hémato-méningée
et se révele étre active a tous les stades de la maladie. De plus, le DFMO a I'avantage d’étre
hydrosoluble, ce qui permet son utilisation par voie orale, dans I’eau de boisson (Breton et
al., 1988).
- Posologie : le protocole est lourd et nécessite 1’hospitalisation du patient :

* perfusion de six heures avec 400 mg/kg de poids/jour pendant deux semaines,

* par voie orale, 300 mg/kg de poids/jour pendant trois semaines.
- Effets secondaires : ils sont limités et réversibles a I’arrét du traitement : troubles digestifs,
altération de la formule sanguine, baisse de 1’acuité auditive A fortes doses (Kazyumba et al.,
1988).
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- Mécanisme d’action : c’est un inhibiteur spécifique de I’ornithine décarboxylase, qui

intervient dans la biosynthe¢se des polyamines (Furet et al., 1987).

1.4.3.3. Nifurtimox :

C’est un nitrofurane utilisé surtout pour le traitement de la maladie de Chagas (Pepin
et al., 1989).
- Formule brute : C;oH;,N;045,;
- Poids moléculaire : 287
- Nom de commercialisation : LAMPIT®

Une étude a été menée vers 1980 sur I'utilisation du nifurtimox dans le traitement
de la trypanosomose africaine a 7. gambiense. Ces essais ont porté sur 8 malades résistants
au mélarsoprol, et sur 7 nouveaux cas, trait€s uniquement par le nifurtimox.
La dose utilisée chez les adultes était de 12,5 a 15 mg/kg/jour, en 3 prises per os, et ceci
pendant 2 mois. Les patients ont tous été surveillés pendant au moins 30 mois apreés le
traitement. Cette étude a permis de conclure que : "Le nifurtimox peut étre utilisé dans le
traitement de la trypanosomose a T. gambiense... et semble étre utile dans le traitement des
malades résistants au mélarsoprol " (Moens ef al., 1984).
- Effets secondaires : - allergie (dermite, fiévre, ictére...)

- troubles gastro-intestinaux (nausées, vomissements...)[Van

~ Nieuwenhove, 1992].
- Mécanisme d’action : c’est un inhibiteur de la trypanothion-réductase, qui intervient dans

la destruction des peroxydes (nuisibles au parasite) (Breton e¢ Dumas, 1990).

1.4.4. Autres molécules en cours d’étude : les spiroarsoranes :

Ce sont des dérivés organoarséniés ol la cyclisation de la molécule a permis
d’obtenir des dérivés peu toxiques.
- Doses utilisées dans une expérimentation chez le mouton : 100 mg/kg en injection unique
dans I’ars.
Ce nouveau produit semble prometteur car ¢’est un trypanocide puissant qui est actif

sur les deux phases de la maladie, sur le modéle mouton (Dreyfuss ef al., 1988b, 1990).
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2. LES TRYPANOSOMOSES ANIMALES AFRICAINES

2.1, Introduction :

Nous allons considérer les trypanosomoses animales sous deux aspects différents :

- d’une part, le role de réservoir de trypanosomes joué par les différents animaux
sauvages et domestiques qui sont parasiiés ; ces animaux vivent dans les mémes aires
géographiques que les glossines et sont donc indirectement responsables de

I'infestation de I’homme.

- d’autre part, les pertes infligées & 'élevage (Maurice, 1992), qui ont un impact
économique dramatique. Selon Euzéby (1986), ces pertes s’élevaient & 5 millions de
dollars en 1984. Des cheptels entiers sont décimés par la maladie, et les africains
voient ainsi leurs ressources protéiques diminuer considérablement. On estime que la
maitrise de la trypanosomose permettrait la production de 1 500 000 tonnes de
protéines bovines par an (Euzéby, 1986).

Les principaux médicaments utilisés en médecine vétérinaire sont présentés dans le

tableau n°1.

2.2. Classification des parasites en cause 3

Les parasites en cause dans Ia trypanosomose animale appartiennent tous au genre
Trypanosoma, qui comprend deux groupes :
- groupe Stercoraria : avec entre autre I’espéce T. cruzi agent de la maladie

de Chagas.

- groupe Salivaria : divisée en quatre sous-genres :
- sous-genre Dutonella : avec I’espéce T, vivax.
- sous-genre Nannomonas : avec les especes T. simiae, T. congolense.
- sous-genre Trypanozoon : avec T. equiperdum, et 3 sous-especes

chez T. brucei : - brucei,

- gambiense,

- rhodesiense.
- sous-genre Pycnomonas : avec 'espece T. suis.

Nous n’aborderons ici que les trypanosomoses strictement animales, ¢’est-a-dire que

15




I'on ne retrouve pas

chez I’homme. Ainsi nous ne parlerons pas de T. b. gambiense et

rhodesiense.
Médicaments Animaux parasités Trypanosomes Activité thérapeutique
-Chien T. brucei, T. evansi, -Curatif : 7 mg/kg (sc)
T. congolense
Acéturate de
-Porc T. simiae -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
Qninapyramine -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
Prothidinm -Bétail T. vivax, T. congolense -Curatif et préventif
T. vivax, T. congolense, ~Curatif et préventif
T. simige -Préventif & la dose de 12,5 &
Isométamidium -Bétail
35 mg/kg (associs au
diminazéne) f
-Chien T. brucei, T. evansi -Curatif & la dose de 74 10
mg/kg en intra-veineuse
Suramine -Cheval T. brucei, T. evansi
-Chameau T. evansi
Tableau n°1.

Principaux médicaments utilisés dans le traitement des trypanosomoses animales

(Fraser et Mays 1986) (sc = sous-cutané).
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2.3. Epidémiologie, clinique :

* Tous ces trypanosomes sont en général transmis par des glossines. Cependant,
d’autres modes de transmission peuvent intervenir :
- mécanique, par des Tabanidés et des Stomoxes, pour T. evansi et T. vivax.
- vénérienne, pour T. equiperdum.
* 1.a répartition géographique de ces trypanosomes coincide tout a fait avec celle des
glossines vectrices.
Ainsi on retrouve :
- T. congolense, T. simiae, T. suis, en Afrique orientale ;
- T. brucei en Afrique orientale, centrale et occidentale ;
- T. vivax en Afrique occidentale et centrale.
* La clinique différe trés peu de celle de I’homme. Cependant, on peut distinguer des
particularités selon les animaux infectés et le parasite en cause. Nous pouvons les résumer

dans le tableau n°2 :
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Animaux parasités

Trypanosomes en cause

Pathogénicité décrite

- T.congolense -Parasite le plus pathogene
- T. vivax -Maladie d’évolution lente,
_ rémissions fréquentes.
Bovins ' . .

- T. brucei -Forme chronique, évoluant
souvent vers I’anémie et la
cachéxie,

- T. equiperdum -Agent de la "Dourine" :
mort en 2 ou 3 mois.

o - T. brucei -Forme aigué ou subaigué,
Equidés ) ] . )
d’évolution trés rapide.

- T. vivax et T. congolense | -Sont moins pathogénes.
Evolution chronique,

) - T. congolense et -Forme aigué€ et rapidement
Dromadaires .

T. simiae mortelle.

- T, simiae -Forme suraigué. Mort en
quelque jours.

- T. suis -Forme chronique chez les

Porcs .
adultes ; forme subaigué
chez les jeunes, avec mort
en 2 ou 3 jours.

. - T. brucei et -Animaux trés réceptifs.
Carnivores

T. congolense

Tableau n°2.

Role pathogéne de quelques especes de trypanosomes africains chez 1’animal.

(D’aprés Euzéby, 1986).
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Chapitre deuxiéme

METHODE D’ETUDE DES MEDICAMENTS
TRYPANOCIDES
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Nous venons de développer rapidement les différents aspects de la trypanosomose et
ses conséquences pour les pays africains. Nous sommes forcés de constater que nous
manquons cruellement de médicaments ACTIFS contre la trypanosomose, et NON
TOXIQUES pour les sujets parasités. De plus, des phénoménes de résistance peuvent
apparaitre a tout moment. Il apparait donc nécessaire et urgent de trouver de nouveaux
produits trypanocides. De nombreuses molécules sont synthétisées, mais il faut vérifier
qu’elles sont bien actives contre la trypanosomose. Pour cela, deux principales méthodes sont
utilisées : étude in vifro et étude in vivo, en utilisant des modeles animaux qui reproduisent
une frypanosomose proche de celle des hommes.

| * étude in vitro :

Selon Bouteille (1990), "T. brucei a été cultivé pour la premigre fois par Novy et Mac
Neal en 1904". Depuis, de nombreux milieux de culture ont été proposés : au départ, on
utilisait des milieux enrichis en cellules fibroblastiques de souris, de bovins. Puis, a partir
de 1985, les premiers milieux de culture acellulaires sont apparus ; on a ainsi pu réaliser des
cultures de trypanosomes en continu, utilisées pour tester les nouveaux produits synthétisés,
et pour prouver leur efficacité en tant que trypanocide. On parle d’essais de criblage.

* étude in vivo :

Une fois que I’efficacité des molécules a été démontrée in vitro, il convient de faire

des essais in vivo. Pour cela, différents modeéles animaux sont utilisés :
- le plus souvent, ¢’est le modéle murin qui est proposé ;
- des animaux plus proches du "modéle" humain sont nécessaires. C’est le cas

des primates, mais leur utilisation est trop cofiteuse pour qu’elle se généralise.
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Les principales études effectuées sur les différents modéles animaux sont résumées

dans le tableau n°3 (page suivante).

Un autre modele animal a ét€ €tudié : il s’agit du modéle ovin (Bouteille et al., 1988).
II nous intéresse tout particulierement car c’est celui que nous avons choisi pour nos travaux
personnels.

Pourquoi avoir utilisé ce modele ?

- Au départ, de nombreux cas d’infestations naturelles des moutons par les
trypanosomes ont été observés :

- en 1969, un rapport de FAO/WHO reconnait I'importance de cette parasitose
chez les bovins.

- en 1972, Robson ef al. estiment qu’au Kénya, 5% des ovins sont infectés
par T. congolense, T. vivax, T. brucei.

- Ensuite, certains cas de trypanosomoses expérimentales ont été décrits, D’aprés
Bouteille (1990), "ces trypanosomoses expérimentales sont peu nombreuses, mais elles
montrent bien la réceptivité du mouton a T. brucei ".

- Ainsi, Iutilisation des ovins en tant que modeles animaux parait logique. De plus,
d’autres aspects non négligeables confortent ce choix :

- le mouton est un animal qui s’éléve facilement,
- les prix de revient sont beaucoup plus faibles que ceux des singes,

- les prélevements biologiques (sang, LCR) sont facilement réalisables.

Les molécules étudiées ont ét€ synthétisées par le Professeur Craciunescu (Faculté de
Pharmacie de Madrid, Espagne). Elles sont ensuite évaluées sur des souris CD1 par I’équipe
du Docteur Loiseau & Chatenay-Malabry : ce sont les essais de criblage primaire. Enfin,
quand leur efficacité trypanocide a été prouvée sur le modgle murin, les produits parviennent

4 Limoges pour subir des essais sur le modéle ovin.

Malgré de nombreux travaux de synthése chimique, le nombre de médicaments
trypanocides est toujours aussi réduit. Néanmoins, cette dernieére décennie a été marquée par

I’apparition de nouvelles classes de médicaments trés intéressantes.
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Modtles animaux

Parasites utilisés

Références

Commentaires

Souris Swiss IRC/HA

T. b. rhodesiense
souche Wellcome CT

Rane et al. (1976)
Kinnamon et al. {1980)

5500 molécules sont
évaludes : 507 sont
efficaces.

Souris Swiss IRC

T. b. brucei souche

Nathan et al. (1979,
1981 a, b, 1984)

Efficacité de la
bléomycine...?

EATRO 110 Bacchi er al. (1980,
1981)
. , Poltera (1980), Poltera Détermine une clinique
Souris CF1 T. b. brucei et al. (1980, 1981) subaigug.
Jennings ef al. (1977) Prouve I'inefficacité du
BERENIL® sur la phase
, méningo-encéphalique.
Souris CF1 T b’i‘ggge; ;;)“Che Clarkson ef al, (1983, Action synergique du
: 1984) DFMOetde la
Suramine (ou de la
Bléomycine).
. . Jennings (1988) Efficacité du
II Souris GVR 35 T. b. brucei DEMO-+ Arsobal®.
“ Singes : Cercopithecus T rhodesiense Corson {1938) Montre la sensibilité de
sp. ce modéle.
, , Raether et Seidenath Prouvent I’inefficacité
Macaca arctoides T. rhodesiense (1976) du RERENIL.
‘ . T b. rhodesiense Schmidt et Sayer Ref:hute aprés
Cercopithecus aethiops EATRO 1989 (1982a, b) traitement par
BERENIL?,

Tableau n°3.
Rongeurs et Primates utilisés comme modéles animaux expérimentaux dans la
trypanosomose animale africaine (D’aprés Bouteille, 1990).




Parmi celles-ci, nous devons citer :

- L’alpha-difluorométhylornithine, qui, rappelons-ie, est un inhibiteur spécifique de
I’ornithine-décarboxylase, constituait une alternative intéressante au traitement de la
trypanosomose (produit actif sur les deux phases de la maladie, trés peu toxique,

administrable par voie orale).

- Les spiroarsoranes (nouvelle série d’organoarséniés) :

Les dérivés arsénicaux sont connus pour leur efficacité dans la phase neuro-méningée
de la maladie. Cependant, leur grande toxicité (encéphalopathies sous Mélarsoprol) limite
fortement leur utilisation.

Avec les spiroarsoranes, la cyclisation de la molécule a permis d’isoler ’arsenic et
donc de le rendre peu toxique. Des études réalisées sur la souris puis sur le modéle ovin
(Dreyfuss et al., 1988b, 1990 ) ont finalement conclu que ce produit était un trypanocide
puissant, actif & dose unique chez ie mouton, sur les deux phases de la maladie. C’est un
médicament peu colteux, peu toxique, qui pourrait étre utilisé en chimioprophylaxie chez

Panimal et chez I’homme,

- Les dérivés organométa.l]iques :

De nombreux complexes organométalliques ont été et sont encore beaucoup étudiés.
Ces produits sont connus comme anticancéreux en agissant comme intercalant de I’ADN. Par
analogie, certains chercheurs ont essayé d’utiliser ces produits comme trypanocides
(Craciunescu ef al., 1991). Ainsi, des €léments métalliques comme le Platine, I’Iridium, le
Palladium, 1I’Osmium, ont ét¢ chélatés par des produits connus comme trypanocides : la
Pentamidine, I’Acétate de diminazéne, le Nifurtimox. Des essais in vitro et in vivo sont
réalisés sur le modéle murin et ovin (Dreyfuss et al., 1988a), afin de confirmer ou d’infirmer

I’effet trypanocide de ces produits, et d’étudier leur cinétique sérique.
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Chapitre troisiéme

ETUDE DE L’ACTIVITE TRYPANOCIDE ET
CINETIQUE PLASMATIQUE DE L’Ir Clﬁz‘
STILBAMIDINE CHEZ LE MOUTON
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1. METHODOLOGIE.

1.1. Molécule utilisée :

La formule brute de ce sel est la suivante : Ir C162‘ Stilbamidine.

Selon Craciunescu (communication personnelle), ia formule développée pourrait étre Ia

suivante :

H3N /NH3
n” @ @f
- T 2-
T
Cl
\Ir (IV)/C
1 l ™~
cl

Hexachloroiridiate de stilbamidine

MM = 671,22
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La masse moléculaire = 671,22 g/mole.
Caractéres organoleptiques : poudre cristalline de couleur verdatre.
Poudre stable a la lumiére, & I'air (Craciunescu : communication personnelle).
La solubilité : peu soluble dans 1’eau, la pyridine, le tétrahydrofurane ; un peu plus soluble
dans le DMSO, le CH,Cl,. Soluble dans 10% DMSO + 90% eau (Craciunescu et al.,
1991).
Ce produit est utilisé entre autre pour son activité trypanocide,
La dose létale 50 a été déterminée ; elle est de 1200mg/kg chez la souris, en injection
intrapéritonéale (IP).

Le produit que nous allons étudier semble actif 4 la dose de 2 & 2,5mg/kg de poids
en IP.

1.2. Matériel utilisé :
1.2.1. Matériel biologique :

1.2.1.1. Le modéle ovin :
Pour effectuer notre étude expérimentale, nous avons choisi d’utiliser le modéle
mouton {Ovis aries), qui s’avere particulierement réceptif a T. b. brucei.
Nous avons travaillé sur 5 moutons méles, dgés de 2 4 3 mois. Avant
I’expérimentation, chacun d’entre eux a été soigneusement identifié et pesé.
Chaque mouton a ét€ déparasit€ a son arrivée. Remarquons que nous avons utilisé
uniquement des madles, afin de surveiller I’apparition éventuelle d’une orchite, qui est I’un

des signes cliniques fréquents de la trypanosomose.

1.2.1.2. Le parasite :

L’agent pathogeéne utilisé est la souche Antat 1-9 de T. b. brucei, fournie aimablement
par le laboratoire de Parasitologie du CHRU de Limoges.

Cette souche est conservée dans 1’azote liquide a -180°C. Elle est entretenue sur la
souris Swiss selon le schéma suivant : une certaine quantité de parasites est injectée en IP
4 une souris ; celle-ci est ensuite surveillée 2 fois par jour. Au bout de 48 h, il y a contrdle
de la parasitémie (goutte de sang a I’état frais, entre lame et lamelle) ; ces contrbles sont
effectués régulierement, jusqu’a I’apparition des trypanosomes (environ 3 & 5 jours aprés

’infestation). Quand on considére que le parasite est & nouveau virulent, on préléeve 1 4 2
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gouttes de sang 4 I'extrémité de la queue de la souris, afin d’évaluer la concentration en

trypanosomes. Cette observation se fait également & 1’état frais entre lame et lamelle. On veut

obtenir environ 5 & 10 trypanosomes par champ microscopique a 1’objectif 40 (on quantifie
le nombre de parasites par ml a la cellule de Malassez). Quand cette concentration est
atteinte, on effectue des repiquages sur un ou plusieurs lots de nouvelles souris. On leur
injecte alors 200ul de suspension (sang parasité+eau physioclogique) en IP. Nous considérons
qu’a cette concentration-la, les souris infectées vont survivre 3 a 4 jours, Donc, 2 4 3 fois

par semaine, on réalise de nouveaux repiquages sur de nouvelles souris.

1.2.2. Autre matériel :

1.2.2.1. Matériel a inoculation :

- seringues type insuline,

- aiguilles,

- solution de PBS (fampon phosphate,NaCl ), pH7,2.

1.2.2.2. Pour la cinétique :
- préparation du produit a tester : le produit est injecté¢ sous la forme d’une
suspension dans la carboxyméthylcellulose (CMC) 3 1%.
- matériel de prélevement : tubes héparinés pour évaluer la parasitémie, tubes secs

pour faire la cinétique proprement dite, aiguilles type Vacutainer®.

1.2.2.3. Matériel analytique :
L’analyse est effectuée par spectrophotométrie d’absorption atomique. Pour cela, nous

avons utilisé :

- Spectrophotometre Varian : Spectro AA 300/400 Zeeman,
- Four graphite Zeeman,

- Lampe a vapeur d’Ir & cathode creuse Photron,

- Passeur automatique d’échantillons Zeeman,

- Lecture spectrophotométrique effectuée a 264 nm.

1.3. Protocole :

Deux études sont menées parallélement ;

- dans un premier temps, on évalue ’efficacité trypanocide du composé :
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* en phase initiale de la maladie : des moutons sont infectés a J; par les
trypanosomes, puis sont traités a Jg, a dose unique. La surveillance de la
parasitémie permet d’évaluer I’activité.
* en phase méningée : les moutons infectés & J;, sont traités & J5,, & dose
unique. La surveillance clinique permet d’évaluer I’activité.
- dans un deuxiéme temps, des prélévements sanguins sont effectués réguliérement
afin de suivre I’évolution de la concentration plasmatique en iridium au cours du

temps.
1.3.1. Expérimentation animale :

1.3.1.1. Infestation des moutons :

- Entretien de la souche de trypanosomes sur la souris Swiss.
- Evaluation de la parasitémie chez la souris, pour déterminer la
quantit¢ de sang qu’il faudra injecter anu mouton afin qu’il regoive
environ 10 > trypanosomes : (nous prélevons 2 gouttes de sang au bout
de la queue d’une souris infectée + 0,2 ml d’eau physiologique, puis
nous comptons les parasites dans une cellule de Malassez).
Résultats : environ 3000 trypanosomes/mm?>"

~ Endéfinitive, pour étre certain d’avoir un nombre suffisant de
parasites, nous préférons mettre une goutte de sang murin dilué dans
4 ml de PBS.
- Chaque mouton regoit 0,2 ml de cette solution ; les injections se font

en sous-cutanée, dans 1’ars du mouton,
1.3.1.2. Surveillance des moutons :

1.3.1.2.1. Clinique :
Selon Bouteille (1990), un protocole de surveillance des animaux a été établi. Les
signes principaux a rechercher sont :
- une anémie,
- une perte de poids,
- des Iésions oculaires,
- I’apparition tardive d’une orchite,

- un changement dans le comportement général.
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Dans notre étude, nous nous sommes contenté de surveiller ’apparition de lésions

oculaires, et d’une orchite, et ce, pendant environ 3 mois.

1.3.1.2.2. Biologique :
Elle consiste a évaluer la parasitémie des animaux. Nous avons prélevé une petite
quantité de sang au niveau de la veine jugulaire, dans des tubes héparinés. Ensuite, nous
avons observé une goutte de sang A I'état frais entre lame et lamelle, puis séparé les

trypanosomes sur DEAE-cellulose, selon la technique de Lanham et Godfrey (1970).

1.3.1.3. Traitement des moutons :

Ce traitement consiste 4 injecter en sous-cutané (dans I’ars), un certain volume du
produit & étudier : IrCl, 2- Stilbamidine.

- Préparation du produit :

Le sel de Stilbamidine est injecté sous la forme d’une suspension dans la CMC 34 1%
(1 g de CMC dans 100 ml d’eau stérile ; étuve 4 37°C pendant 24 h)

Apres avoir pesé une quantité suffisante de sel (900 mg), il faut incorporer petit &
petit l]a CMC en solution, et mélanger I’ensemble dans un mortier. Ceci permet d’obtenir une
granulométrie plus fine et surtout plus homogéne.

- Doses injectées :

Concentration de la suspension médicamenteuse = 100 mg/ml.

L’expérimentation porte sur 2 concentrations différentes : 2 mg/kg et 10 mg/kg.

Ainsi :

- moutons 155 et 156 traités & la dose de 2 mg/kg & Jg
- moutons 162 et 164 traités 4 la dose de 10 mg/kg a Jg
- mouton 161 traité a 10 mg/kg & J5,.

Les quantités injectées sont les suivantes :

- 0,5 ml en injection sous-cutanée (SC) pour le mouton 155,
- 0,44 ml en SC pour le mouton 156,

- 2,9 ml en SC pour le mouton 162,

- 2,5 ml en SC pour le mouton 164,

- 1,5 ml en SC pour le mouton 161.

1.3.1.4. Pharmacocinétique :

Les prélevements sont effectués au niveau de la veine jugulaire du mouton. Les temps
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de prélévement sont reportés dans le tableau n°4 :

Horaires de prélévements en heures
Numéros des
prélevements mouton 155 | mouton 156 | mouton 162 | mouton 164
Ty, 0 0 0 0
T 1 0,917 0,93 0,83
“ T, 2 2,784
> 8,6 8,44 8,35 8,164
Ty 30,1 30,3 29,85 29,63
Ts 49,51 49,28 49,21 49
I Te 121,68 121,48 121,35 121,13
Tableau n°4.

Chronologie des prélevements sérigues
effectués chez des moutons traités par ’Ir Cl¢2" Stilbamidine.

Remarque : la cinétique ne portera pas sur le mouton 161 qui ne sera traité qu’a I3,
afin de confirmer ou d’infirmer D’efficacité du produit sur la phase neuro-méningée.

Une fois les prélevements effectués, les tubes sont conservés au réfrigérateur afin
d’obtenir une séparation nette du sérum et du caillot sanguin,

Le sérum est alors recueilli puis séparé i la pipette Pasteur aprés centrifugation.

Le sérum obtenu est enfin stocké dans des tubes & hémolyse, puis conservé au
congélateur & -18°C .

1.3.2. Protocole analytique :

Le dosage est effectué par spectrophotométrie d’absorption atomique. La technique
que nous avons utilisée nous a été communiquée par le constructeur (Perkin Elmer).

Une extraction préalable n’a pas été nécessaire, contrairement au dosage du Cis-Pt
Pentamidine (selon méthode de Hull ez al., 1981).

La méthode d’étalonnage utilisée pour réaliser ’analyse des prélévements est celle des
ajouts dosés. Elle consiste a surcharger la prise d’essai 4 analyser de quantités croissantes et

connues de la substance & doser {étalon d’Ir).
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Cette méthode permet de maitriser les interférences possibles dues au milieu complexe
dans lequel nous travaillons : sérum et excipient complexe (CMC). De plus, elle permet
d’améliorer la sensibilité d’un dosage quand I’échantillon est trés faiblement dosé (Pradeau,
1992).

La programmation du four graphite est présentée dans le tableau n°5.

Les mesures sont effectuées a 264 nm,

Le gaz utilisé est de I’argon.

L’étalon d’Ir & 1000 pg/ml dans HCl & 20% provient de Johnson Matthey, Karlsruhe
(Allemagne).

Le volume d’échantillon prélevé est de 28 ul.

La mesure est réalisée sur les hauteurs du pic d’absorbance.

Températures Temps de maintien Gas flow

Phases °C) en température (s) (1/mmn)
7 85 S .
, % 40 3
3 130 10 ’
7 130 10 °
< 1000 10 )
P 1000 20 °
7 1000 1,5 k
" 2900 1 0
5 2900 1,5 0
m 2900 1,5 :

Tableau n°5.

Programmation du four graphite pour le dosage de I’iridium sérique.
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2. RESULTATS.

2.1, Activité trypanocide :

Huits jours apres I'infestation des moutons, nous avons fait des prélévements sanguins
afin d’évaluer la parasitémie (ces prélévements ont ét¢ bien entendu effectués avant I’injection
de la suspension médicamenteuse).

L’examen microscopique d’une goutte de sang frais entre lame et lamelle n’a pas

permis de retrouver de parasite. Un enrichissement par la méthode de la goutte épaisse, apres
coloration au Giemsa, a donné le méme résultat.

Nous nous sommes donc contentés d’une surveillance clinique réguliére des moutons,
qui a porté sur 2 signes principaux : des 1ésions oculaires, et I’apparition d’une orchite. Cette
surveillance a duré environ 3 mois. Pendant cette période, les moutons traités n’ont pas
présenté de signes caractéristiques de la maladie. Seul le mouton parasité et traité i Jyg a
présenté un léger larmoiement et un gonflement des paupiéres (2 J,5) pendant quelques jours.

Ceci n’élimine pas la possibilité d’une autre infection oculaire.

Au bout des 3 mois de surveillance, chacun des 5 moutons infestés et traités a

survécu a ’expérimentation.

2.2, Résultats de la pharmacocinétique expérimentale :
2.2.1. Valeurs expérimentales :

Les valeurs expérimentales sont regroupées dans les tableaux n° 6, 7, 8 et 9 ;

Horaires de
0 1 2 8.6 30 50 121 | 700

prélevements (h)

<10 | 530 | 411 | 260 | 246 | 318 | 270 | 125

" Concentration en Ir

en pg/l

Tableau n°6.
Cinétique sérique de 1'Iridium chez le mouton 155 traité a 2 mg/kg.
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Horaires de
0 i 2.8 8.5 30 50 121 T00

prélévements (h)

Concentration en Ir
0 138 188 121 111 154 131 39

en pg/l

Tableau n°7.
Cinétique sérique de I'Iridium chez le mouton 156 traité & 2 mg/kg.

Horaires de
0 1 8.3 30 50 121 700
préléevements (h)

Concentration en Ir

0 2120 | 1140 | 1350 | 1620 | 1200 | 650
en pg/l

Tableau n°8.
Cinétique sérique de I’Iridium chez le mouton 162 traité & 10 mg/kg.

Horaires de

0 1 8 30 50 121 | 700
prélevements (h)

Concentration en Ir

0 1850 | 965 980 | 1180 | 810 414
en pg/l “

Tableau n°9,
Cinétique sérique de 1'Iridium chez le mouton 164 traité & 10 mg/kg.

2.2.2, Courbes expérimentales de cinétique sérique :
Un traitement informatique des valeurs obtenues précédemment permet de tracer les
courbes de cinétique sérique de I’iridium (Figures n°4, 5 et 6) , pour les 4 moutons prélevés.

Nous observons que les 4 courbes obtenues ont une allure générale identique,

La concentration plasmatique de I’iridium est maximale d&s la 1°™ heure. Ensuite, on
note une décroissance rapide jusqu’a la 10°™¢ heure, puis une augmentation lente jusqu’a un
second pic vers la 50°™ heure. A partir de 13, la concentration diminue lentement. Nous
pouvons noter que le dernier prélevement effectué 30 jours aprés 1’administration du

médicament révele encore la présence d’iridium en quantité non négligeable.
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3. DISCUSSION.

3.1. Protocoles et méthode :

- L’infection des moutons en elle-mé&me ne nous a pas posé de probléme particulier.

- La surveillance des moutons a porté sur une période de 3 mois. Aucun d’entre eux
n’a présenté de signes cliniques marqués de la trypanosomose (mis i part les signes
oculaires chez le mouton 164).

- Nous ne pouvons pas remettre en cause P’infestation des moutons ; [’inoculation
a été réalisée dans de bonnes conditions :

* les trypanosomes ont ét6 mis en suspension dans une solution de tampon
phosphate car une étude précédente (Laroche, 1992) a mis en doute la survie
des parasites dans I’eau physiologique (environ 10 minutes),

*enfin, I’inoculum a ét€ préparé sur place, et a immédiatement été injecté aux
moutons.

- Une semaine apres l'infestation des moutons, nous avons tenté d’évaluer la
parasitémie de chaque animal. Mais, aucun trypanosome n’a pu étre mis en évidence, que
ce soit & I’état frais entre lame et lamelle, ou aprés enrichissement par la méthode de la
goutte épaisse. 1l est bien certain que les prélévements sanguins ont été réalisés dans des
conditions peu favorables 4 la survie des parasites : température extérieure proche de 0°C,
observations microscopiques effectuées 6 4 8 heures aprés les prélévements.

- En ce qui concerne le traitement proprement dit : nous avons injecté Ie sel de
Stilbamidine sous la forme d’une suspension dans la CMC a 1%. Nous aurions pu choisir
de faire une dissolution du produit dans du DMSO (diméthylsulfoxyde) & 70%, mais des
études précédentes ont montré que ce produit est trés irritant pour ’animal, et créé une
douleur importante au point d’injection (Laroche, 1992). De plus, nous nous sommes référés
a des études réalisées par Loiseau et al. (1992) sur l'effet trypanocide de nouveaux
complexes organométalliques. Le fait qu’il ait utilisé une suspension médicamenteuse dans
la CMC a 1% conforte notre choix.
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3.2. Effet trypanocide :

Les quatres moutons ont survécu plus de 3 mois et n’ont présenté aucuns signes
cliniques de trypanosomose. Le traitement des animaux & Jg a donc été efficace et nous
pouvons conclure que I'IrClg%" Stilbamidine s’avére actif sur la phase lymphatico-sanguine
de la maladie.

En ce qui concerne ’efficacité du produit sur la phase neuro-méningée, nos résultats
sont difficilement interprétables. En effet, le mouton parasité puis traité 4 I, n’a pas présenté
de signes de trypanosomose (si ce n’est les larmoiements).

* Nous pouvons nous demander si, au bout des 30 jours d’infestation, les
parasites ont franchi la barriére hémo-méningée :

- On peut envisager qu’ils ne I'ont pas franchie, car, d’aprés la
description du modtle ovin par Bouteille (1990), I’apparition des trypanosomes dans le LCR
n’est observée en moyenne que 47 jours aprés I’infestation. _

- De plus, le parasite que nous avons utilisé (Trypanosoma brucei
brucei) reste souvent au niveau sanguin sans développer de phase neuroméningée.

* Peut-on envisager que la Stilbamidine a traversé la barriére hémo-méningée
Aucune étude n’a été réalisée A ce sujet. En revanche, la Pentamidine a fait 1’objet de
différents travaux qui concluent qu’elle ne passe pas dans le LCR. Or, si on compare la
structure de la Stilbamidine 4 celle de la Pentamidine, nous constatons qu’elles sont trés
proches. Ce sont toutes deux des diamidines aromatiques et elles vont vraisemblablement

se comporter de Ia méme fagon vis-a-vis du systéme nerveux central.

En I’absence de prélévements et d’étude du LCR, nous ne pouvons pas apporter de
réponse A ces interrogations. Néanmoins, il semble peu probable que fa Stilbamidine soit
active sur la phase neuro-méningée de la maladie.

Au vu de tous ces résultats, 1'IrCl¢> Silbamidine apparait donc comme un produit
trypanocide, efficace sur la phase lymphaticosanguine de la trypanosomose expérimentale

chez le mouton.

38



3.3. Cinétique sérique de ’Iridium :

3.3.1.Courbes expérimentales :

Quelle que soit la dose injectée (2mg/kg ou 10 mg/kg), les courbes obtenues ont
toutes le méme aspect.

Une heure aprés I'injection sous-cutanée du produit, il y a une augmentation trés
rapide de la concentration en iridium dans le sang, puis une décroissance également trés
rapide, jusqu’a la 10°™® heure environ. Ceci peut correspondre a Ia libération massive de I'I
4 partir du site d’injection vers le compartiment sanguin. Ensuite, nous pouvons envisager
qu’il y a métabolisation d’une partie du médicament dans le sang, et probablement diffusion
d’une autre partie dans I’ensemble de ’organisme, avec fixation au niveau des organes

profonds (poumons, foie, rate...).

A partir de 13, nous pouvons noter une augmentation de la concentration en Ir jusqu’a
la 50°™ heure environ, qui peut éire due i la libération du produit A partir des sites de
fixation. De plus, viennent s’ajouter des phénomeénes d’élimination naturelle (urinaire,
fécale ?) qui expliquent I’ascension modérée de la courbe.

Enfin, & partir de la 50°™® heure, s’amorce une décroissance trés lente de la courbe.
L’Ir persiste trés longtemps au niveau sanguin : au bout de 700 heures, nous retrouvons
encore des quantités non négligeables d’Ir de 1’ordre de 500 ug/l pour les moutons traités
a 10 mg/kg (et de 50 & 100 ug pour ceux traités a 2 mg/kg). Ceci est favorable i une activité
trypanocide en phase lymphaticosanguine trés prolongée dans le temps. N’oublions pas que
ces molécules sont avant tout destinées a traiter des animaux, et nous voyons 1a un aspect

pratique du produit, avec la possibilité d’espacer les injections dans le temps.

Il parait intéressant de comparer nos résultats avec ceux obtenus dans 1’étude de la
cinétique du Pt(II) aprés injection :
- de I'iodure de cis Pt pentamidine (Dreyfuss ef al., 1993),
- du chlorure de cis Pt pentamidine (Dreyfuss et al., 1990), suivant un

protocole pratiquement identique au nétre,
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3.3.2. Comparaison avec I’Todure de cis Pt Pentamidine :

La cinétique du Pt est globalement comparable a celle de I'Ir (Figure n°7).

Notons cependant que la libération du Pt du site d’injection (I’ars) vers le
comparfiment sanguin se fait progressivement, et non pas massivement comme avec I'Ir. La
concentration maximale s’observe entre la 10 ®™° et 1a 48 ™ heure pour le Pt, alors que le
pic de I’iridium apparait dés la 1°™ heure.

Pourtant, 1’iodure de Cis-Pt Pentamidine a ét€ injecté sous la forme d’une solution
dans le DMSO 4 70%. Or, ce produit est trés irritant et entraine une inflammation et donc
une hypervascularisation au niveau de I’ars. Ceci augmente la perméabilité des tissus, et
facilite donc le passage transmembranaire du produit. En revanche, dans notre étude, nous
avons injecté une suspension dans ia CMC a 1%, dont la caractéristique principale est une
consistance de gel, sans activité inflammatoire.

Nous pouvons donc supposer que la différence de résorption est finalement due 4 la
structure méme des molécules étudiées, et en particulier A la nature de I’anion. Dans notre
molécule, la présence de 6 chlorures autour de I'iridium doit jouer un réle trés important |
en augmentant la lipophilie, et donc en facilitant le passage du produit 4 travers les
membranes.

Apres libération dans le sang, le Pt (comme 1'Ir) doit se fixer au niveau des organes
profonds car la concentration reste stable pendant plusieurs heures.

Enfin, contairement & notre étude, le comportement du Pt n’est connu que jusqu’a la

48%™me heure. Donc, il est difficile de comparer 1’élimination des 2 produits.

3.3.3. Comparaison avec Ie chlorure de Cis Platine Pentamidine :

La cinétique du Pt s’apparente tout A fait & celle de I’Iridium (Figure n°8).

Comme dans notre étude, la résorption du produit doit se faire trés rapidement, car
les concentrations en Pt atteignent des valeurs maximales d2s la 1% heure.
Dans ces travaux, 1’utilisation du DMSO peut expliquer cette résorption rapide, mais cela ne
suffit pas car nous aurions alors une courbe comparable & celle obtenue par Laroche (1992).

Comme dans notre étude, c’est le r6le du chlore qui apparait, et qui est ainsi

confirmé,
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Le Pt, aprés passage dans le sang, semble également étre retenu dans les organes

profonds et les espaces extravasculaires.

Enfin, comme pour I’iodure, les prélévements n’ont ét€ effectués que jusqu’a la 25°me
heure. Il nous est donc impossible de connaitre entiérement la courbe d’élimination du

Pt.
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CONCLUSION.

Au vu de ces résultats, I’'IrCl2" Stilbamidine apparait comme un produit actif sur la
phase lymphatico-sanguine de la frypanosomose expérimentale du mouton.

Nous pouvons de plus supposer que ce produit est inefficace sur la phase neuro-
méningée de la maladie. Cependant, pour confirmer ou infirmer ce résultat, il serait
intéressant, dans des études futures, de pratiquer, parallélement aux prélévements sanguins,
des prélévements du LCR afin de retrouver (ou non), les trypanosomes (en fonction du stade
de ’infection), et de doser I'Ir .

Il serait également intéressant de comparer la cinétique et ’activité trypanocide de
notre produit a celles de la Stilbamidine seule ( & partir de données bibliographiques).

L’IrCl¢?- Stilbamidine a été efficace & dose unique, ce qui pourrait en faire un produit
intéressant dans le traitement de la trypanosomose animale, mais, son prix trop €levé
compromet grandement son utilisation. |

Enfin, la perspective d’utiliser un jour ce produit dans la trypanosomose humaine est

encore lointaine,
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De nos jours, des millions de personnes et d'animaux vivent en région d’endémie des

trypanosomoses africaines.

Les médicaments trypanocides actuellement d notre disposition sont assez décevants

car aucun n'est capable d’étre actif pendant toutes les phases de la maladie, sans étre toxique.

Le but de notre étude a été d'évaluer l'activité dun produit original, 'hexachloroiridiate
de stilbamidine, dans la trypanosomose expérimentale du mouton i Trypanosoma brucei
brucei, Administré par voie sous-cutanée, ce produit s'est avéré actif pendant la phase

lymphatico-sanguine de la maladie, 4 la dose unique de 2 mg par kg de poids corporel.

L'étude de la cinétique plasmatique de liridium montre que le métal Idisparait

lentement de ce compattiment, ce qui explique en partie l'activité trypanocide a dose unique.

Bien que non efficace en phase de polarisation neuro-méningée de la maladie, ce

composé peut néanmoins étre proposé pour le traitement des trypanosomoses animales,

MOTS-CLES. Cinétique sérique - Ir Cl 2 stilbamidine - Complexe organométallique -

Activité trypanocide - Trypanosomose




