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La liste des abréviations :

°C: degré Celsius.

il : microlitre

A°. Angstrom.

ADN : acide désoxyribonucléique
ADP: Adénosine diphosphate.
AMB : Amphotéricine B.

ARN :acide ribonucléique

ATP : I’adénosine triphosphate
ATP: Adénosine triphosphate.
BAL.: british Anti Lewisite

C: Carbone.

Ca 2+: calcium

CCMH: La concentration
corpusculaire hémoglobinique
moyenne.

CL.:chlore

DEET: N.N-diethyl-m-toluamide
DMSA : acide dimercaptosuccinique
DPA : Les dérivés pentavalents de
I’antimoine

Eau ppi :Eau pour préparation
injectable

ECG : électrocardiogramme
EDTA :acide éthyléne-diamine-
tétraacétique acide edétique
ELISA : enzyme-linked
immunosorbent assay,

g/j: gramme par jour.

g/l : gramme par litre.

G/L: Globule par litre

G: gramme.

GR : Globule Rouge.

H: Hydrogene.

Hb: Hémoglobine.

He :Hémtocrite

HSA :Human serum albumin

IFCC : la fédération internationale
de chimie clinique I : intensité en
amperes

INFc : interféron gamma

IV: Intra veineuse.

K+: potassium

kDa: Kilo Dalton.

L/Kg: litre par killogramme
LC : Leishmaniose cutanée

LCD :Leishmaniose cutanée diffuse
LCL : Leishmaniose cutanée
localisée

LCM : Leishmaniose cutanéo-
mugueuse

LCN (LCS) : Leishmaniose cutanée
du nord ou (sporadique)

LCZ : Leishmaniose cutanée
zoonotique

LDH : Lactate deshydrogénase.
LDI : Désorption-ionisation laser
LV : Leishmaniose viscérale

LVI : Leishmaniose viscérale
infantile

M: Molaire.

Mg/ml: milligramme par millilitre.
Mg2+: magnesium

Mg: milligramme.

MGG :May-Grinwald-Giemsa.
min :minute

ML : millilitre

mM : millimole.

N: Azote.

Na+ : sodium

Na,HPO,: Disodium hydrogen
phosphat

NADH: nicotinamide adénine
dinucléotide hydrogene.

NADPH: nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate hydrogeéne.



NFS: Numération de la Formule
Sanguin.
NK : Natural Killer

Nm : nanomeétre.
NNN : Novy-Mc Neal-Nicolle.

OMS : Organisation Mondiale de la
santé
PCR : polymérase chain reaction

PMO : Ponction de la moelle
0sseuse
ROS :0Oxygen Reactive Species

RPMI: Le Roswell Park Memorial
Institute medium

SM : spectrométrie de masse.
TCMH: La teneur globulaire
moyenne en hémoglobine

TPBS :Tampon phosphate salin.
tr/min : tour par minute

U : tension en volts

UV : ultraviolet

VGM : volume globulaire moyen.
VIH: Virus de I’Immunodéficience

Humaine
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L’EFFET DE I’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

Les leishmanioses sont des pathologies parasitaires de distribution ubiquitaire,
endémiques dans les régions tropicales etsubtropicales du globe, et touchant 98 pays dans le

monde.

La prévalence globale des leishmanioses est estimée a 12 millions d’individus, et
environ 310 millions de personnes sonta risque d’infection. Elles constituent un véritable
problemede santé publique en Inde, en Afrique du Nord, ou en Amé-rique du Sud. En Europe,
les régions meéditerranéennes sontdes zones endémiques, avec plusieurs centaines de cas
déclarés chaque année (en Espagne, en France, en Italie etau Portugal notamment). L’OMS
estime que le nombre denouveaux cas par an est de 1,3 millions, et que la mortalitéannuelle

est comprise entre 20 000 a 30 000 personnes.

L’ Algérie se place malheureusement parmi les pays infestés du pourtour méditerranéen
par les leishmanioses, elles constituent un vrai probleme de santé publique, en raison du
nombre croissant des cas dépistés chaque année ainsi que leur extension a travers le territoire
national, avec une coexistence des deux formes (cutanée et viscérale) au niveau d’un méme
foyer. '

Les dérivés pentavalents de 1’antimoine, dont le Glucantime®, demeurent la meilleure
arme thérapeutique de la leishmaniose. Toutefois, ce choix thérapeutique expose aux risques

d’effets indésirables parfois graves 2

Vu le colt abordable du Glucantime et sa disponibilité dans les pays du Maghreb, nous
proposons d’étudier et évaluer I’effet anti oxydant de 1’albumine sur le Glucantime® afin de

diminuer ses effets indésirables.
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Synthése
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L’EFFET DE I’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

.1 Définition:
Les leishmanioses sont des maladies communes a I'homme et a certains mammiféres

dues a des protozoaires du genre Leishmania transmis par un insecte, le phlébotome femelle.

Selon I’espece parasitaire en cause et les mécanismes de défense mis en place par
I’héte, la maladie peut prendre la forme d’une affection tégumentaire ou systémique. Ces

deux formes peuvent s’associer et donner des manifestations cliniques diverses.
Cliniquement on distingue trois types de leishmaniose :

o Laleishmaniose viscérale .
o La leishmaniose cutanéo-muqueuse ;

o La leishmaniose cutanée pure appelée « Clou de Biskra ».

Les leishmanioses sont devenues ainsi des maladies & déclaration obligatoire. “>° 7

1.2 Epidémiologie :
1.2.1 Agent pathogene :

1.2.2 Morphologie :
Les leishmanies sont des eucaryotes unicellulaires de la famille des trypanosomiases,

pourvus d’un organite spécifique aux kinétoplastidés, le kinétoplaste, situé en position
antérieure. Il contient deux types de molécules d’ADN, les maxi-cercles et les mini-cercles.
La composition cellulaire des leishmanies inclue des organites plus classiques tels que le
noyau, le flagelle et sa poche flagellaire ou encore I’appareil de golgi, la membrane plasmique
est composée principalement de glycolipides de haut poids moléculaire et de protéines

membranaires. (Figure n= 01)% %1011
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Flagellum
Flagellar pocket
Flagellum
Kinetoplast (internal))
Mitochondrion Early

endosome

Golgi

Autophagosome

Multi-vesicular
Tubule (MVT)
lysosome

Figure 1:0Organisation cellulaire de Leishmania®
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Tableau 1 : Classificationsimplifiée du genre leishnania®?

Le sous-genre Leishmania

—

. donovani

L. infantum Leishmaniose viscérale

. tropica

. major

. killicki

. aethiopica

. arabica Leishmaniose cutanée

. mexicana

r r r - - - -

. amazonensis

Le sous-genre Viania

L. braziliensis Leishmaniose muco-cutanée

L. guyanensis

L. naiffi

L. lainsoni

Leishmaniose cutanée
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Les Leishmanias présentent au cours de leur cycle de développement deux stades
morphologiques successifs (Figure=02):

1.2.2.1.1 La forme promastigote:

C’est le stade d’évolution, dans le tube digestif du phlébotome, il est mobile et flagellé
mesure 12 a 16 um de long et 1,5 a 3, 5 um de large, le flagelle mesure de 15 a 25 pum. Ce
stade est subdivisé en quatre sous stades: le néctomanade, haptomonade, promastigote et
métacyclique, cette derniere forme est infectieuse et se trouve dans la cavité buccale de

I’insecte 10- 13-14- 15

1.2.2.1.2 La forme amastigote:

Chez I’hote vertébré, il se présente sous forme d’un élément ovoide, sans flagelle,
immobile de 2 a 6 pm, nanti d’un noyau arrondi et d’un batonnet ou kinétoplaste a partir

duquel surgit un court filament ne débordant pas la limite du corps cellulaire, 10~ 11-14-15-16

Le noyau le flagelle

e
AW

Forme promastigote Forme amastigote

Figure 2: Les deux principaux stades morphologiques de Leishmania
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1.2.3 Vecteurs (phlébotomes):

Figure 3: femelle de phlébotome.

Les flagellés du genre leishmania sont transmis par des insectes dipteres appartenant au
genre Phebotonus. L’adulte mesure 2 a 3 mm de long, il est d’aspect bossu. Le corps, les ailes
et les pattes sont velus. Les yeux sont nettement visibles. Les antennes dépassent la trompe
constituée par une lévre inférieure charnue creusée en gouttiére, le labium, ou sont contenues
les pieces piqueuses. Les phlébotomes vivent dans les pays tempérés et tropicaux.

Les adultes ont une activité crépusculaire et nocturne. Leur vol est silencieux. Leur
dispersion autour des gites larvaires est généralement de courte portée. Seules les femelles
sont hématophages. Apres un repas sanguin, elles déposent leurs ceufs dans les gites ou se
développent les larves. La pigdre est douloureuse car ces insectes dilacérent les téguments
avec leurs piéces buccales pour aspirer le sang.

En Algérie existe trois espéces de phlébotomes qui sont: Phlebotomuspernicious est le
principal vecteur de la leishmaniose viscérale, Phlebotomuspapatasi responsable de la
transmission de la leishmaniose cutanée zoonotique et Perfiliewide la leishmaniose cutanée

du nord, ces deux espéces sont trés anthropophiles.'’ 1920
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I.2.4 Reéservoir du parasite :

Les réservoirs naturels des leishmanies sont des mammiféres domestiques ou sauvages,
chez lesquels le parasite colonise les cellules du systeme des phagocytes mononuclées. Dans
certains cas, I’Homme est ['unique réservoir du parasite .

On peut qualifier les leishmanioses d’anthroponoses ou de zoonoses selon que I’Homme
soit I’hote direct ou I’hote accidentel du vecteur. En effet, certains vecteurs sont attirés par
I’Homme alors que la majorité a plutot tendance a infecter d’autres mammiféres. Ceux-cCi
21-22- 23-24

varient selon 1’habitat.

D’apres GARNHAM, il existe trois foyers :

» Foyers primaires: Afrique de I’Est, Sud-Ameéricain, Asie centrale dans lesquels les

animaux sauvages jouent le réle de base (renard, chacal et rongeurs sauvages).
» Foyers secondaires: Foyers méditerranéens, chinois et Sud-américain. Dans ces
foyers la maladie est une anthropozoonose dont le principal réservoir est le chien,

I’Homme n’étant atteint qu’accidentellement.

» Foyers tertiaires: L’inde et le Soudan sont le siége de véritables épidémies

interhumaines.

Figure 4:Réservoire du parasite
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Les leishmanies circulent en Algérie entre I’homme et le chien, véhiculées par
Phlebotomus pour les formes viscérale et cutanée a L. infantum, et entre ’homme et un

rongeur sauvage pour la forme cutanée & L. major (figure 05). %

. Chiens
idés sauvages)

Leishmaniose cutanée zoonotique Leishmaniose viscérale

Figure 5: Les réservoirs des leishmanioses en Algérie (Bachi, 2006).%
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1.2.5 Cycle parasitaire de leishmaniose:

Comme le montre la Figure 6 : la leishmaniose est transmise par la pigdre infectante des
phlébotomes femelles lors des repas de sang (1). Ces larves au stade infectieux (promastigotes
méta cycliques) déposées au niveau du point de la piglre sont phagocytées par les
macrophages (2) et se transforment en amastigotes (3) chez les vertébrés. Les amastigotes se
multiplient dans les cellules infectées et atteignent différents tissus, suivant (du moins en
partie) I'espece de Leishmania qui est impliquée (4). Ces spécificités d'atteinte tissulaires
différentes sont la cause des manifestations cliniques qui différent dans les diverses formes de
leishmaniose. Les phlébotomes s'infectent lors d'un nouveau repas de sang sur un héte infecté
quandils ingerent des macrophages porteurs d'amastigotes (5-6). Dans I'intestin du
phlébotome, les parasites se différencient en promastigotes (7), qui se multiplient et se
différencient en promastigotes méta cycliques et migrent dans la trompe du phlébotome (8) et

le cycle reprend de nouveau. 2 %"-?8

cycle chez le phiébotome cycle chez |h'omme

repas sanguin
jection de formes

T

©5
-
ooo'a >

v o \

ln.‘.ﬂon de
Owlubo parasitées

ingestion de macrophage
Infesté par amastigotes)

A' stade inctieux
A. stade de diagnostic

Figure 6: Cycle évolutif de Leishmania sp.
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1.2.6 Répartition géographique :

2.6.1 Dans le monde :
Les leishmanioses sont largement répandues a la surface du globe. Elles possedent une aire
géographique circumterrestre, globalement intertropicale, mais débordant fortement sur les
zones tempérées d'Afrique du Nord, du Sud de I'Europe (en particulier le Sud de la France) et
d'Asie. On distingue les leishmanioses de I'Ancien Monde (Sud de I'Europe, Afrique, Proche-

Orient et Asie) et le Nouveau Monde (Amérique du Nord, du Sud et Centrale). %

Présentes sur les quatre continents, les leishmanioses affectent 88 pays dont 21 dans le
Nouveau monde et 66 dans I'Ancien. La population exposée au risque de leishmanioses est
estimée a 350 millions de personnes et l'incidence annuelle mondiale est comprise entre 1,5 et
2 millions de cas dont un demi-million pour la LV et 1,5 millions pour la LC et la

leishmaniose cutanéomugqueuse (LCM). **

LEISHMANIOSES

Viscérale
Cutanée / Mucocutande
Viscérale + Cutanéde / Mucocutanéde

Figure 7: Répartition mondiale des zones d’endémies des leishmanioses cutanées, muco-
cutanées et viscérales.
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Au foyer méditerranéen :

Les régions méditerranéennes sont des zones endémiques avec plusieurs centaines de
cas déclarés chaque année (en Espagne, en France, en Italie et au Portugal notamment).
L’OMS estime que le nombre de nouveaux cas par année est de 1.3 millions, et que la

mortalité annuelle est comprise entre 200 000 & 300 000 personnes.*?

2.6.2. En Algérie:
L’Algérie, comme d’autres pays méditerranéens, est fortement concernée par

ceszoonoses qui sont classées dans notre pays comme maladies a déclaration obligatoire.
Deux types de leishmaniose sévissent a 1’état endémique en Algérie LC et LV.

La LV se répartit sur toute la partie nord du pays au niveau des étages bioclimatiques
humides et subhumides. Bien que sa fréquence ainsi que celle de la leishmaniose cutanée
sporadique (LCS), varie d’une région a I’autre. Aussi elle peut survenir dans les régions arides

et semiarides, foyers de la leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ). *

A cOté des anciens foyers, Tizi-ouzou, Boumerdes, Médea, canstantine, Jijel, de
nouveaux foyers sont apparus; a I’Est, Annaba et Collo; au centre, la Mitidja, la Chiffa et
Chlef et a I’Ouest, Tlemcen et Oran. L’existence de leishmaniose canine dans la région de

Tlemcen rend cette ville de I’Ouest un territoire potentiel pour cette forme viscérale.
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Cas de Leishmaniose viscérale de 2000 a 2004 (Total = 715

)

Cas de LV Total par Wilaya

[[] Moins de 2
2 -3
10- 13
20 et plus

Source INSP

Figure 8: Cas de leishmanioses viscérales en Algérie années 2000 & 2004 *(INSP)

La LCZ est la forme la plus rencontrée en Algérie. Elle correspond au clou de Biskra et
s’observe a 1’état endémo-épidémique dans les régions arides et semi-arides, principalement
au niveau de la frange nord du Sahara . Les foyers anciennement connus sont ceux de Biskra
a ’Est et Abadla a I’Ouest. Les nouveaux foyers tels ceux de Msila, Boussadda, Tiaret et
Béchar. Cette forme se singularise par son extension rapide a partir des foyers anciens et
devient de plus en plus fréquente au Nord au sein méme des zones d’endémie de LV. Les
nouveaux foyers au nord concernent Batna, Médéa, Tiaret et Bordj Bouarreridj.

Dans la Wilaya de Ghardaia, a coté de Leishmania major, une nouvelle espéce,
Leishmania killicki appartenant au complexe tropica, a été isolée au cours de I’année 2005 et
identifiée comme L.killicki. *

La LCS du Nord qui s’observe de fagcon permanente durant toute I’année, a une aire de
distribution limitée au Nord algérien, s’inscrit dans la zone d’endémie de la LV, Kabylie,
Nord constantinois, régions de Ténés et quelques cas sporadiques au niveau de tout I’Est
algérien et a Tlemcen. Les foyers les plus touchés par cette forme sont, Tizi-Ouzou, Ténes,
Bordj menail, Bouira et Alger.*
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Cas de Leishmaniose Cutanée de 2000 a 2004 (Total = 45521)

627
El Bayadh
1538
Ghardaia

Cas de LC Total par Wilaya

Moins de 50
| 50-99
100 et plus

Source INSP

Figure 9: Cas de leishmanioses cutanées en Algérie de 2000 a 2004 **

1.3 Les manifestations cliniques de la leishmaniose :

1.3.1 Leishmaniose cutanée :

La LC correspond a des atteintes exclusives de la peau sous forme de petites Iésions
inflammatoires qui débutent par une papule inflammatoire qui va se développer en nodules
qui s’ulcérent et se recouvrent d’une crofite, sans extension aux organes profonds ni aux

mugqueuses,*’ 383940

1.3.1.1 Leishmaniosescutanées localisées (LCL) « Clou de Biskra »

1.3.1.1.1 Forme humide ou rurale

Elle sévit dans les régions rurales, semi-désertiques a habitat dispersé. Il s’agit du
passage accidentel chez I’Homme de L.major, parasite habituel des rongeurs sauvages. La
période d’incubation est de 10 a 45 jours, I'inflammation est trés marquée, s’accompagnant
d’une lymphangite et d’adénopathies.

L’évolution se fait vers la guérison spontanée en 3 a 5 mois mais laisse persister une cicatrice

souvent importante. %

25



L’EFFET DE L’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

1.3.1.1.2 Forme seche ou urbaine :

C’est la forme la plus classique, forme anthroponotique, elle est due a L.tropica. La
période d’incubation varie de 2 a 3 mois. La lésion peut étre unique rarement multiple. Elle
ressemble & un grand furoncle abortif mais évoluant sans douleur et sans adénopathies.
L’évolution se fait vers la guérison spontanée en 8 a 12 mois, laissant persister une cicatrice

atrophique indélébile plus ou moins marquée. *®

ANOFEL

Figure 10: aspect ulcéro- CrouteuxFigure 11: aspect pseudo-impitigineux
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1.3.1.1.3 LC a L.infantum

Figure 12: Leishmaniose a présentation érythémato-squameuse.

1.3.1.2 Leishmaniose cutanée diffuse (LCD):

IL s’agit d’une forme de LC particuliére et rare, qui correspond au parasitisme de sujets
anergiques par les especes L.aethiopica dans 1’Ancien Monde et L.amazonensis dans le
Nouveau Monde. Mais depuis que les états d’immunodépression acquise se multiplient,
quelques cas de LCD ont été signalés avec des espéces habituellement responsables de lésions
localisées telles L.major ou L.braziliensis, voire L.infantum. Dans la LCD, la Iésion
élémentaire est le nodule non ulcéré. Les nodules isolés, tres nombreux et disseminés sur
I’ensemble du corps. L’aspect du malade s’apparente a celui d’un lépreux. Cette forme de

leishmaniose est rebelle aux antileishmaniens classiques. **
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Figure 13: Leishmaniose cutanée diffusee

1.3.2 Leishmaniose cutanéo-muqueuse: (LCM) « Espundia »

La LCM est due principalement a I’espéce L.braziliensis, largement répandue du sud du
Mexique au nord de I’ Argentine.

Zoonose sylvatique, ses réservoirs sauvages demeurent inconnus. Cette affection évolue
en deux temps: une primo-invasion cutanée pouvant étre suivie par une atteinte muqueuse
secondaire. L’atteinte cutanée initiale ressemble aux 1ésions de LC et évolue vers la guérison
spontanée. L’atteinte muqueuse, lorsqu’elle se produit, débute a la muqueuse nasale, la
mugqueuse buccale peut étre ensuite atteinte. Les lésions du palais et du voile sont souvent
granulomateuses et congestives.

Les lésions des lévres sont plus inflammatoires et ulcérées et accompagnées de destruction

tissulaire.®
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Figure 14: Espundia (L. braziliensis)

1.3.3 Leishmaniose viscérale :

La LV résulte d’une atteinte systémique généralisée de la lignée des phagocytes
mononuclées par les parasites du genre Leishmania. C’est une maladie mortelle en absence du
traitement. La période d’incubation moyenne est de 3 a 6 mois. Mais des durées d’incubation
de 1 a 3 ans sont également rapportées.

La LV se manifeste principalement par la triade: fievre prolongée irréguliére, anémie et

splénomégalie qui est un signe précoce et fréquent, 4044243

La péaleur, Extréme « vielle cire », jaune- charmois, traduit 1’anémie qui
s’accompagne de manifestations corollaires habituelles: dyspnée, vertiges, bouffissure de

visage, et souffle systolique.

La fievre, résistante a tout traitement habituel, dite « fiévre folle », elle est irréguliére, a
intensité variable, avec souvent deux a trois cloches quotidiens bref a 40C °et des phases
d’hypothermie.

Plusieurs jours ou semaines d’apyrexie sont possibles en I’absence de tout médicament.
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La splénomégalie est un signe précoce et fréquent (environ 80% des cas). La rate est
dure, lisse et indolore et peut devenir énorme, atteignant I’hypochondre gauche, c’est la plus
grosse rate infantile (Stade 1V)

Avec le temps, le tableau clinique peut se compliquer de signes d’atteinte digestive,
hépatique, rénale, pulmonaire et de troubles hémorragiques. Une atteinte bronchique est
possible caractérisée par une toux séche, irritative et sans expectoration.

Chez certains sujets, I’infection leishmanienne demeure asymptomatique dans les zones

endémiques de LV ou au cours d’épisodes épidémiques.

Figure 15: Aspect clinique d’un enfant atteint de la LV
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1.4 diagnostic de la lieshmaiose

Tableau 2 :Diagnostic biologique de leishmaniose: 44-45

Tableau 2 : Diagnostic biologique des leishmanioses humaines.

Leishmaniose - Numération-formule Myélogramme et/ou - Sérodiagnostic (Elisa,
viscérale sanguine, plaquettes leucocytocentrifugation réaction d’agglutination
- vitesse de sédimentation, de sang périphérique (rarement directe ou indirecte,
C-reactive protéine biopsies tissulaires) : immuno-fluorescence
- profil protéique et - Examen direct coloré au indirect , Western blot)
immunoélectrophorese Schneider ou RPMI supplémentés) | - Intra-dermo-réaction
des protéines - PCR/séquencage a la leishmanine =
- SM Maldi-Tof Réaction de
- Recherche d’antigéne circulant Monténegro (outil
épidémiologique
plus que diagnostique)
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4. Traitement :

1.1Dérivéspentavalent

Les deux  produits disponibles de nos jours sont D’antimoniate de
N-méthylglucamine (Glucantime) et le stibogluconate de sodium
(Pentostamt). Chimiquement voisins, ils ont une teneur en
antimoine distincte, de 85 % pour le Glucantimet (85 mg/mL) et de
10 % pour le Pentostamt (100 mg/mL).
Leur  mécanisme d’action  demeure  mal connu. L’antimoine a une
action inhibitrice sur la  synthése de D’adénosine triphosphate  (ATP),
sur  D’oxydation  glycolytique et sur celle des acides gras. Il est
possible que les sels d’antimoine aient a étre concentrés dans le

macrophage ou transformés en métabolites actifs pour étre efficaces.
1.2Amphotéricine B :

Antibiotique polyénique isolé en 1955 d’un Streptomyces du sol, I’amphotéricine B
est un antifongique puissant utilisé dans le traitement des mycoses systémiques. Il représente
un anti leishmanie puissant utilisé dans le traitement des leishmanioses graves (viscérales et

mugueuses) ou résistantes aux antimoniés.
e Mode d’action :

L’amphotéricine B se fixe sur les stérols membranaires des champignons et des
Leishmania, provoquant des modifications de la perméabilité de leurs membranes entrainant
une perte létale de substances. Elle agirait en outre également sur les macrophages en

stimulant leur production et en augmentant leurs capacités phagocytaires. %

e Pharmacocinétique:

L’absorption digestive faible empéche 1’utilisation de cette voie pour un traitement
systémique. Dans le sang, I’amphotericine B est trés liée aux lipoprotéines. La molécule se
concentre ensuite préférentiellement dans certains tissus: foie, rate, poumons, reins. Le
métabolisme est mal compris. Il existe probablement une dégradation in situ, mais aucun

métabolite n’est connu. L’élimination urinaire et biliaire est faible, proche de 20 0,34
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Toxicité :

Les effets secondaires de I’amphotéricine B sont de deux types. Les signes d’intolérance
surviennent au moment de la perfusion (frissons, céphalées, crampes, hypotension, vertiges,
paresthésies, convulsions, vomissements, exceptionnellement choc anaphylactique, collapsus
cardiovasculaire, voire arrét cardiaque). Ces manifestations sont habituellement contrélées
par le ralentissement de la perfusion ou I’emploi des corticoides. La toxicit¢ de
I’amphotéricine B est a la fois rénale et hématologique. La néphrotoxicité est dose-dépendante
et liée a la baisse de filtration glomérulaire provoquée par le produit. Elle peut aboutir & une
insuffisance rénale généralement réversible a ’arrét du traitement, sauf pour des doses

élevées. &

e Présentation et mode d’utilisation :

L’amphotéricine B désoxycholate ou Fungizone® se présente en flacons de 50 mg.
Elle s’utilise seulement en perfusion intraveineuse lente (6 a 8 h), le produit ayant été dissous
dans 500 ml de sérum glucosé a 5 %. Les perfusions sont administrées un jour sur deux,

sur des malades alités, sous surveillance médicale.

Pour éviter les signes d’intolérance, on associe des antihistaminiques injectables ou des
corticoides. Le traitement est institué a doses progressives pour atteindre en 4 jours la dose
maximale de 1 mg/kg et par perfusion. Des guérisons peuvent s’obtenir a partir d’'une dose
totale de 1 g, mais elles nécessitent souvent de dépasser les 2 g. Au-dela de 3 g, une

surveillance tres étroite de la fonction rénale s’impose.

L’amphotéricine B désoxycholate a montré son efficacité dans le traitement de toutes
les formes de leishmaniose. Dans la leishmaniose muqueuse, une étude systématique de
la littérature a montré qu’elle avait un taux d’efficacité comparable a celui de

87

I’antimoniate de méglumine La dilution de I’amphotéricine B dans une émulsion

lipidique, utilisée un certain temps, a été abandonnée.
1.2 Pentamidine:

La Pentamidine, est une diamine aromatique synthetisée qui inhibe la synthése de
I’ADN parasitaire par blocage de la thymidine synthétase et par fixation sur ’ARN de

transfert. L’administration se fait par perfusion lente, et les effets toxiques dépendants de la
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dose, apparaissent au cours du traitement atteignant le rein, le pancréas ou les lignées

sanguines. %
1.3 Miltéfosine :

La Miltefosine, une hexadecylphosphocholine. Son avantage, par rapport aux autres
produits, est qu’elle est administrée oralement a une dose de 2,5 mg/kg/jours pendant 28 jours
avec 98% de succes avec des effets secondaires négligeables ®. Aprés des essais de Phase 1V,
le gouvernement indien a décidé de 1’utiliser comme traitement de premiére ligne depuis 2002
pour traiter la leishmaniose viscérale ®.La miltefosine a été utilisée en Colombie, avec un
taux de guérison de 94%°%°. Cette méme molécule a fait I’objet d’une étude en Bolivie avec un
taux de guérison de 71% sur des patients atteints de LV *. Elle n’est toutefois pas utilisable

chez la femme enceinte pour son embryotoxicité relevée chez les animaux. 80

2.Produits alternatifs:

Diverses molécules déja connues et utilisées hors leishmaniose ont été proposées et
font I’objet d’essais thérapeutiques dans les leishmanioses. Parmi elles, I’aminosidine parait la

plus prometteuse.

+ Aminosidine sulfate:

Aminosidine sulfate La paromomycine est un antibiotiqgue aminoside a large spectre,
proche de la monomycine employée par les auteurs soviétiques depuis de nombreuses années
pour le traitement des LC. Elle s’est révélée efficace par voie parentérale (15 mg/j pendant 20

jours) dans le traitement de la LV, seule ou en association avec des antimoniés. %%

*

Allopurinol:

Cet analogue structural de I’hypoxanthine (Zyloric®) a la propriété de s’incorporer a
I’ARN des leishmanies sur lesquelles il a un effet 1étal. La posologie utilisée est de

20 mg/kg/j, par voie orale, il s’élimine rapidement par voie rénale. **

Ses effets indésirables sont limités a des troubles digestifs, des intolérances cutanées ou
de rares hypersensibilités genéralisées. Toutes ces raisons 1’ont fait essayer dans le traitement

des leishmanioses humaines, dans lesquelles i1l n’a montré qu’une efficacité réduite. Son
9
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principal intérét contre les leishmanioses réside dans une amélioration d’efficacité des autres

antileishmaniens.

+

Atovaquone :

Les hydroxynaphtoquinones sont des inhibiteurs sélectifs des transporteurs d’électrons
mitochondriaux et, & ce titre, sont actives contre plusieurs protozoaires de la classe des

sporozoaires. **

Parmi ces produits, I’atovaquone a montré une certaine efficacité in vitro contre les

Leishmania et a fait I’objet de quelques essais limités dans certaines formes de LC .

+

Interféron gamma:

L’interféron gamma (INFc) est une lymphokine produite naturellement par les
lymphocytes T helper et les cellules tueuses NK. |1l posséde des propriétés
immunomodulatrices, en particulier d’activation macrophagique, élément fondamental du

développement de I’infection leishmanienne.

L’INFc de synthese, associ¢ a I’antimoniate de méglumine, a montré une certaine
efficacité dans le traitement des LV et LCM, mais dans des schémas thérapeutiques
longs et avec des effets secondaires sérieux. I n’est de ce fait pas utilisé en pratique

courante.*

6. Pphylaxie :
La prophylaxie contre les leishmanioses comprend :

6.1Prophylaxie individuelle

Les mesures prophylactiques individuelles aspirant a 1’éviction de la piqlre des

phlébotomes et ce, au moyen d’installation de moustiquaires.
Utilisation de moustiquaires a mailles fines pour protéger les piéces et les lits.

Utilisation de produits répulsifs tels que le DEET (N.N-diethyl-m-toluamide) et
I’hexaméthyléne benzamide. Ces deux mesures sont particulierement utiles pour la protection

... , . 4
personnelle des gens qui visitent les zones d’endémie.*

35



L’EFFET DE I’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

L’élimination; autour des habitations; des déchets; ordures et matieres organiques ainsi
que des briques; bois de chauffage ou autres matériaux sur lesquels les phlébotomes peuvent

Se poser.

6.2Prophylaxie collective
La prophylaxie collective se base sur trois actions :

» Action sur le réservoir du parasite

La lutte contre le réservoir qui repose sur :
Le diagnostic et le traitement des malades

Le dépistage de la leishmaniose canine, I’abatage des chiens errants et infestés est la

méthode de choix de lutte contre le réservoir canin.

La neutralisation du rongeur au niveau de son biotope assurant la collecte, le
conditionnement et 1’élimination des déchets et des ordures solides et liquides, soit par la
destruction des terriers qui sont des microsites d’infestation du phlébotome et 1’utilisation de

rodonticide.

» Action sur le phlébotome vecteur :

Elle est basée sur :
L’¢limination des gites larvaires effectifs ou potentiels de phlébotomes.

La lutte imagocide qui peut étre menée par des opérations d’aspersions intra-
domiciliaires d’un insecticide a effet rémanent couvrant la période de transmission. Ces
actions ont pour objectifs la réduction de la densit¢ du phlébotome vecteur et ’arrét de la

transmission de la maladie.

7.Vaccination :
Il n’y a pas de vaccin efficace disponible pour I’immunisation prophylactique contre les

leishmanioses. Jusqu’a présent, la seule vaccination fiable contre les leishmanies était limitée
a la protection de I'Homme contre L.tropica et L.major, par infection préalablement
provoquée a la seringue. Les promastigotes sont injectés dans le bras ou une autre partie du

corps.

L’infection suit un cours naturel et apreés guérison, I’individu est solidement immunisé

contre une infection postérieure avec les deux leishmanies. Ce type d’immunisation a été
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pratiqué sur une échelle limitée dans des régions hyper-endémiques de LC; elle doit étre
seulement utilisée pour I’Homme se déplagant dans des zones a haut risque. Il faut

approximativement 3 mois avant que 1I’immunité soit acquise.
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Chapitrell: Le

Glucantime®
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Il Chapitre de glucantime :
Le traitement des leishmanioses reste difficile, en raison d’une part de la multiplicité

des espéces de Leishmania de sensibilit¢ variable aux produits utilisés, et d’autre part du
nombre restreint de produits disponibles, et qui sont de surcroit anciens, toxiques et colteux.
Enfin, P’existence de produits dont I’efficacité n’est pas prouvée complique encore le

probléme.

Les dérivés pentavalents de 1’antimoine (DPA) constituent depuis un siécle le traitement
de référence des leishmanioses viscérales (LV) et de la majorité des formes tégumentaires
(LT) 46-47

A Tinverse des pays anglo-saxons qui utilisent le stibiogluconate de sodium
(Pentostam®), produit comparable, 1’antimoniate de N-méthyl glucamine est largement

prescrit dans les pays francophones et en Amérique du Sud. ***

1.1 Dénomination du médicament :
GLUCANTIME 1,5 g/5 ml, sous forme d’une solution injectable. 50

1.2 Présentation :
Les dérivés stibiés de sels pentavalents d'antimoine: Glucantime®, est une molécule

utilisée au cours du traitement de la leishmaniose, il se présente sous forme d'une boite de 5
ampoules de 5 ml correspondant a 1,5 g d'antimoniate de Méglumine, a reconstituer avec de
I'eau pour préparation injectable, a usage parentéral intramusculaire, intraveineux et intra-

lésionnel. !

11.2.1 Excipients: >
- Eau ppi,

- Potassium disulfite,

- Sodium sulfite anhydre.

[1.2.2 Classe thérapeutique :
Antiparasitaire ; Anti-leishmanies *°

I1.2.3 Origine de la substance :
L'antimoniate de meéglumine et le stibogluconate sodium sont obtenus par synthése.
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11.2.4 Structure chimique:
Il existe deux molécules couramment utilisées contenant de lI'antimoine, I'antimoniate de

méglumine (Glucantime ®) et le stibogluconate de sodium (Pentostam (t). L'antimoniate de

méglumine et le stibogluconate de sodium ont une structure chimique voisine.

11.2.4.1 Formule brute:
Antimoniate de méglumine: C; Hig NOg Sh.

Stibogluconate de sodium: Cs Hg Na, Og Sh.

HO
_-_I'-IH ﬁ““-.
COy Ma” o, Ma' | Ujsnf':“_
Z / i T —
- -"'-.cl ﬂ—.-._.-\- - ._-' L8
|’ :::"'L i — — OH
3 |
P S __5:}"': A —\_3—{:-|—| o
Ho e e T e T ok { .
s H 0 O Ma* H "\h
HO H o g
sodivm shibagluvconate rrEgiurine aatimoniaie

Figure 16: Formule chimique Antimoniate de méglumine et de Stibogluconate de
sodium

11.2.4.2 Propriétés physiques
e Couleur : Antimoniate de méglumine: blanche

Stibogluconate de sodium: blanche

e Forme: Cristaux

e Description:

e Antimoniate de méglumine: odeur faible, facilement soluble dans I'eau. Le pH de la
solution obtenue est compris entre 6 et 7.

e Il est insoluble dans I'alcool; I'éther et le chloroforme.

e Stibogluconate de sodium: trés soluble dans I'eau; insoluble dans I'alcool et I'éther. Le

pH de la solution est compris entre 5 et 5,6.
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1.3 Durée de conservation :
Avant ouverture: 3 ans.*

Apres ouverture, le produit doit étre utilisé immédiatement

I1.4 Pharmacocinétique :

11.4.1 Absorption:
L'absence d'absorption digestive de I'antimoniate de N-méthyl glucamine (L'absorption

par I'homme de I'antimoine est faible) *° impose une injection par voie parentérale.

I1.4.2 Distribution :
L'antimoine pénétre dans le corps par la circulation sanguine ou il se répartit

difféeremment suivant la valence. L'antimoine pentavalent serait sous forme chargée en

conditions biologiques. Le temps de distribution est de 51 minutes. >

Depuis le sang, l'antimoine est distribué et stocké dans différents compartiments

corporels.

Il s'accumule dans les tissus mous vascularisés comme le foie et la rate mais aussi au

niveau des os.

Chez I'nomme, dans la population genérale, I'antimoine est retrouvé dans les fluides et
dans les tissus a de tres faibles niveaux, de I'ordre de 7 mg pour I'ensemble du poids corporel
L'antimoine est affin des résidus thiols (groupement SI-1). Ceci pourrait expliquer son affinité
pour I'hémoglobine des globules rouges et sa toxicité, sans que ces derniers soient bien

compris. En effet, les groupes SH sont essentiels & la structure et  la fonction des protéines.>

11.4.3 Métabolisme :
Etant donné que les antimoniés pentavalents n'ont pas d'action parasiticide directe sur

les leishmanies, certains auteurs pensent que la différence d'activité in vitro et in vivo de ces

produits est due a une réduction en forme trivalente.

Apreés une seule injection, la presque totalité du produit est éliminée dans les 1leres 24h

et I'on ne trouve plus trace d'antimoine dans les urines aprés 48h.

Au cours du traitement avec des doses répétées, la concentration plasmatique et

I'excrétion urinaire augmente mais la balance antimoniée reste positive chez le patient.
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I1.4.4 Demie de vie et élimination:
L'élimination urinaire est rapide, 50% dans les 6 heures et 80% dans les 24 heures qui

suivent I'injection. Elle peut étre incompléte, avec risque d'accumulation. *°

1.5 Mécanisme d’action:
Leur mécanisme d’action est encore peu connu actuellement, il semblerait que les

dérives d’antimoine stimulent la réponse immunitaire des patients traités °®. Des hypothéses

sur I’inhibition de la synthése de 1’adénosine triphosphate (ATP), et ’oxydation des acides

gras et des glucides ont été décrites. %"

Des actions sur ’ADN parasitaire et sur les mécanismes de signalisation intracellulaire

liés & la phosphatidylsérine ont également été rapportées. 42

Il est possible que les sels d’antimoine aient a étre concentrés dans le macrophage ou

transformés en métabolites actifs pour étre efficaces.>*®®

[1.6 Contre-indication:
¢ Hypersensibilité a I'un des constituants,

¢ Insuffisances cardiaque ou hépatique,

¢ Insuffisance rénale sévere,

« Insuffisance cardiaque ou troubles de conduction,

¢+ Tuberculose pulmonaire,

% Syndrome hémorragique,

% Grossesse: Il n'y a pas d'étude de tératogenese disponible chez I'animal.

Il n'existe actuellement pas des données pertinentes sur un éventuel effet malformatif ou

foetotoxique de l'antimoniate de méglumine.™
% Allaitement:

En l'absence d'étude, a éviter pendant l'allaitement par ce qu’il passe dans le lait

maternel®®.
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I1.7 Posologie et mode d'administration :

I1.7.1 Traitement générale:
Injection intramusculaire de 60 mg/kg/jour d'antimoine jusqu'a guérison clinique ou

disparition du parasite dans le suc dermique recueilli par scarification, puis quelques jours au-

dela.

La posologie du Glucantime selon le service de dermatologie CHU Tlemcen est la

suivante:

e Adultes : 60 mg/kg/jr avec une dose maximale de 100 mg/kg/jr.
e Enfant: soit la demi-dose : 30 mg/kg/jr

Posologie progressivement augmentée avec une cure de 15j, a renouveler

éventuellement apres 15 j si nécessaire.

e 1/4 de la dose totale
e 1/2 de ladose totale le J2
e 3/4 de la dose totale le J3
e Ladose totale a partir de J4
Arrét de 15 jr puis une deuxiéme cure pendant 15 jr.

11.7.1.1 Leishmaniose viscérale:
Injection intra-musculaire de 20 mg/kg/jour dantimoine (soit 75 mg/kg/jour

d'antimoniate de méglumine), sans dépasser 850 mg d'antimoine, pendant au moins 20 jours
consécutifs. Le traitement doit étre poursuivi jusqu'a disparition des parasites dans des

ponctions de rate effectuées a intervalle de 15 jours.®>%%

En cas de récidive, la cure doit étre immédiatement recommencée avec les mémes doses

quotidiennes.

11.7.1.2 Leishmaniose cutanée:
A l'exception des formes a L. Braziliensis et L. Amazonensis:

11.7.1.2.1 Traitement local:
Les injections au niveau des lésions ne doivent étre envisagees qu'au stade précoce.

L'infiltration doit étre profonde jusqu'a I'obtention d'un blanchiment complet a la base de la

Iésion.
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Injection de 1 & 3 ml & la base de la Iésion, renouvelée une fois (ou 2 fois en I'absence
de résultat apparent), a intervalles de 1 ou 2 jours.

11.7.1.2.2  Traitement général.
Un traitement par voie générale est nécessaire quand les lésions sont trop nombreuses,

enflammées, ulcérées ou situées dans un endroit ou des cicatrices risqueraient d'étre
inesthétiques ou incapacitantes, en particulier s'il y a obstruction des voies lymphatiques ou

atteinte cartilagineuse.

Injection intra-musculaire de 10 a 20 mg/kg/jour d'antimoine (soit de 37 a 75
mg/kg/jour d'antimoniate de méglumine) jusqu'a guérison clinique ou disparition du parasite
dans le suc dermique recueilli par scarification, puis quelques jours au dela. Pour L.
Braziliensis (leishmaniose cutanée et cutanéo-muqueuse) et L. Amazonensis (leishmaniose
cutanéo-muqueuse): Injection intra-musculaire de 20 mg/kg/jour d'antimoine (soit 75
mg/kg/jour d'antimoniate de méglumine) jusqu'a guérison et pendant au moins 4 semaines

pour L. Braziliensis plusieurs mois pour L. Amazonensis.®*®

I1.8 Mises en garde spéciales:
Ce produit contient des sulfites et peut provoquer des réactions allergiques séveres et un

bronchospasme.*

[1.9 Précautions d'emploi :
Une alimentation riche en protéines doit étre administrée pendant toute la durée du

traitement, celui-ci étant précédé si possible par la correction d'une éventuelle carence en fer

ou de toute autre carence spécifique. "

Surveiller I'ECG, la fonction hépatique ou rénale pendant tout le traitement. En cas

d'anomalies, diminuer les doses.

I1.10 Effets indésirables :
Céphalées, malaise général, dyspnée, rash cutané, cedéme de la face et douleurs

abdominales, augmentation des enzymes hépatiques.
De tres rares cas de pancréatites et d'insuffisance rénale aigué ont été rapportés.

Les altérations de I'ECG sont en fonction de la dose et généralement réversibles; le plus
souvent, une inversion des ondes T et un allongement de l'intervalle QT précedent I'apparition

d'une arythmie grave.’*82%3

44



L’EFFET DE I’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

[1.11 Toxicité:
Bien que de nombreux effets collatéraux a été attribués aux antimoniés, la rareté

d’effets secondaires cliniquement graves rapportés justifie la poursuite de leur utilisation,

d’autant qu’un médicament alternatif dénu¢ de toxicité n’est pas disponible.72

Tres schématiquement, les effets secondaires des antimoniés pentavalents se distinguent

en signes:
» Stibio-intolérance :

de type anaphylactique (frissons, hyperthermie, arthromyalgies, les réactions cutanées
taient a type de rashs cutanés ou des réactions urticariennes au site d’injection, observés au
début, mais aussi a la fin du traitement. Des auteurs ont expliqué la fréquence de ces réactions
par la présence de métaux lourds impures au niveau du produit ", toux coqueluchoide,

tachycardie, lipothymies, hémorragies, troubles digestifs) ">,

» Stibio-intoxication:

survenant en fin de cure et traduisant un surdosage. Il s’agit de signes généraux
(hyperthermie, polynévrites, myalgies, arthralgies), des troubles cardiaques notamment une
bradycardie qui disparait a I’arrét du traitement et un élargissement de 1’espace QT [7e]
d’atteintes hépatique particulierement une cytolyse hépatique d’intensité variable et parfois

7 78

une insuffisance hépatocellulaire grave '’ pancréatique ou rénale, et manifestations

hématologiques a type d’anémie hémolytique, une agranulocytose et parfois des hémorragies

importantes °. Ces complications sont survenues lors de traitement de leishmaniose viscérale.
72-80-73-74

I1.12 Premiers gestes et principes de traitement :
» Arrét du médicament si apparition des signes de stibio-intolérance.

» Traitement symptomatique des différentes perturbations cliniques.
» Traitement antidotique: deux chélateurs sont proposés:

- Le BAL par voie parentérale a la dose de 3 mg/kg/6 heure le premier jour, 2 mg/kg/j/6
heures le deuxieme jour et 2mg/kg/j/12H le 3éme jour.

- Le DMSA 4 la dose de 20 & 40 mg/kg/j en trois prises per os pendant 7 jours.®
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I1.13 Interactions médicamenteuses:
En l'absence d'études de compatibilité, ce médicament ne doit pas étre mélangé avec

d'autres médicaments.*
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Chapitre I11 :

Globule Rouge
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11l .CHAPITRE DES GLOBULES ROUGES
I11.1 Les globules rouges :

Les globules rouges sont des cellules anucléées dont le constituant essentiel est une
hémoprotéine de liaison de I'oxygene : I'némoglobine (environ 14,5 g / 100 ml). Le role
principal de ces cellules est d'assurer le transport de I'oxygéne et du gaz carbonique entre les
alvéoles pulmonaires et les tissus. Il y en a 4 a 5 millions par millimetre cube de sang, soit 25
milliards dans un organisme normal. Elles sont produites dans la moelle osseuse par les
cellules souches hématopoiétiques et vivent normalement 120 jours, avant d’étre détruites.
Elles ont une forme de « disque biconcave », facilement reconnaissable, et une couleur rouge

due a la grande quantité d’hémoglobine qu’elles renferment.*®

Tableau 3 : les valeurs normales du globule rouge par litre

Cellules Homme Femme Enfant 1 an Nouveau-né
Globules 45 a 42 36a 423
rouges 5,9 x 10*? 5.4 x 10% 5 x 10% 6 x 10%

[11.1.1 Structure du globule rouge :
Les globules rouges sont de petites cellules (7-8 micrométres) en forme de disque aplati

dont les faces sont concaves. Le globule rouge n'a plus de noyau ni d'organites cellulaires:
c'est essentiellement un sac rempli par un pigment de couleur rouge, I'hémoglobine
Classiquement, le globule rouge apparait entre lame et lamelle sous la forme d'un disque

biconcave, ils ressemblent & de tous petits beignes. 97-98-99
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Figure 17: la structure du globule rouge

I11.1.2 La membrane plasmique :
membrane associée a un cytosquelette bicouche phospholipidique avec enchassement des

protéines.

111.1.2.1 La structure de la membrane :
la membrane est constitué d’une bicouche lipidique sous laquelle est ancré un réseau

bidimensionnel hautement organisé de protéines : le squelette. Ce squelette tapisse la face
interne de la bicouche lipidique il est constitué de longs filaments de spectrine reliés entre
eux par des complexes de jonction .ces complexes sont principalement composés d’actine

filamenteuse, de protéines 4.1 et de trompomyosines, 12010102

111.1.2.1.1 les lipides de la bicouche’
les lipides membranaires sont pour 1’essentiel amphiphiles (une téte hydrophile et une

queue hydrophobe compos¢ d’une double chaine carbonée).la bicouche est composé de 55%
de phospholipides, de 25% de cholestérols, de 18% de glycolipides (sphingoglycolipides) et

2% d’acides gras. Ces glycolipides sont essentiellement localisés dans le feuillet externe de la

bicouche!®®-104

Les membranes sont constituées de trois espéces chimiques majeures'® :
» Les phospholipides
» Le cholesterol

» Les protéines
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111.1.2.1.1.1 .les phospholipides :
Les phospholipides forment une double couche d’environ 4,5 nm d’épaisseur

enveloppant la cellule.

Leurs tétes polaires hydrophiles de structure variée liée a un squelette glycérol par une liaison
phosphoester sont tournées vers I’extérieur de la membrane et leurs chaines hydrocarbonées
hydrophobes, comprenant 2 esters d’acide gras (les chaines latérales).fixés aux 2 autres
fonctions du glycérol, vers I’intérieur. Ils constituent avec les sphingolipides et les stérols
I’une des 3 principales classes de lipides présents dans les biomembranes. Les acides gras
composant les phospholipides naturels présentent de nombreuses positions possibles

: . . - 105
d’instauration et des longueurs de chaines variables.

111.1.2.1.1.2 Le cholestérol :
le cholestérol qui est le principal rigidifiant des membranes en condition physiologique.

Il augmente micro viscosité et le degré d’ordre. Il s’associe de préférence a certains

phospholipides tels que la sphingomyéline.

111.1.2.1.1.3 les protéines membranaire :
La protéine bande 3 est le canal des anions mais comporte deux segments distincts : un

segment dit cytoplasmique qui baigne dans le cytosol, porte I’ extrémité NH2 terminale et les
sites de liaison avec le squelette membranaire via une protéine d'attache : I'ankyrine. L'autre
segment qui porte I’ extrémité C terminale est transmembranaire et constitue a lui seul le
canal. Les deux segments sont indépendants I'un de "autre . La bande 3 érythrocytaire fait
partie d'une famille de protéines homologues trouvées dans d'autres cellules etdependantes
d'une famille de génes,celui responsable de la synthése de la bande 3 érythrolde étant situé
sur le chromosome 17 . Les protéines homologues de la bande 3 érythrocytaire sont localisées
dans les membranes cellulaires ou elles jouent le méme role fonctionnel de canal anionique et

de liens avec le cytosquelette. Elles existent notamment dans le tissu cérébral. %
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Ces protéines se caractérisent par leur position au sein de la bicouche lipidique .elles
sont dites transmembranaires, c’est a dire qu’elles traversent la bicouche lipidique de part en
part. elles possédent donc une partie extracellulaire et une partie intracellulaire . ces protéines
intégrales, dont les deux plus importants en nombre sont la protéine de la bande 3 et les

sialoglycoprotéines,servent de point d’ancrage au squelette.

111.1.3 Squelette du globule rouge :
Le squelette du globule rouge est constitué de long filament de spectrine (200nm de
longueur de contenu :longueur total d’un polymeére définie comme la somme de la longueur
de chacun des ¢lément le constituant) reliés entre eux par de 1’actine.la faible épaisseur du

squelette,de 1’ordre de 10 nm, fait qu’il peut étre considéré comme bidimensionel .*%’

bande 3

}»bicouche lipidique

= filament de
' spectrine

complexe
de jonction

Figure 18: la membrane du globule rouge .

Le squelette du globule rouge a été visualisé par microscopie électronique.les image
obtenue ont révélé une structure en réseau grossierement triangulaire.chaque aréte est
constituée d’un ou plusiere filament de spectrine ,et chaque sommet correspond a un

complexe de jonction
Ce squelette est responsable de la forme des globules rouges normaux et pathologiques.

Trois protéines, la spectrine, l'actine et la protéine 4.1 forment l'essentiel du squelette

membranaire.
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[11.1.3.1 La spectrine
est le constituant principale du squelette.elle représente 75% de sa masse et ses

propriétés élastiques en font un élément essentiel.la spectrine est une protéine
hétérodimérique possédent deux chaines alpha et beta , enroulées 1’une sur I’autre en hélice
pour former un dimére alpha et beta .les 2 brins ont un poids moléculaire respectivement de
240 KDa et de 220 KDa .ils sont formés par la répétition d’une sous —unités constituée de 106
acides aminés ,répétée 22 fois dans la chaines alpha et 17 fois dans la chaines beta .chaque
sous unités est formeée de trois hélices alpha,antiparallelesurenroulée (triple-helice antipallel
coiled-coil) .un dimére a une longueur de contour d’environ 100 nm et un diamétre de 5

nm .de plus la, la spectrine au ph physiologique,est une protéine chargée négativement .'%:

[11.1.3.2 L’actine:
est un des trois constituant du cytosquelette de toute cellule et un élément essentiel de

la contraction musculaire. Il existe plusieurs isoformes de 1’actine .I’actine érythrocytaire est
de type beta- nom musculaire.elle se présente sous forme de courts filaments formés par
polymérisation de 12 a 17 monomeére d’actine . ces filaments présentent une structure en
double hélice et ont une longueur totale de 30 a 40 nm.la maniére dont est régulée la longueur
de ces filament n’est pas comprise ,mais la tropomyosine et la tropomoduline semblent y
avoir un réle .la F- actine est directement reliée aux filament de spectrine , avec en moyenne

six filament de spectrine par complexe de jonction.'®

111.1.3.3 La protéine 4-1
ne se lie pas directement & la F-actine,mais sert de promoteur a I’association

spectrine /actine, son role serait de stabiliser cette liaison aprés sa formation.

I11.1.4 Les propriétés de la membrane plasmique :

111.1.4.1 La fluidité"
Les membranes plasmatiques demeurent des structures fluides (les molécules ont si peu

, 11
d’adhérence entre!®

Elles qu’elles glissent les unes sur les autres) et la maintenance de la fluidité est un pré
requis pour la fonction, la viabilité, la croissance et la reproduction des cellules. La fluidité
membranaire est la réciprocité (I’inverse) de la microviscosité membranaire qui est a son tour

inversement

proportionnelle aux taux de diffusions latérales et de rotations des composants membranaires.

En absence de contraintes, la plupart des lipides et des protéines non liés et non impliqués
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dans les microdomaines diffusent librement dans le plan de la membrane avec des coefficients

de diffusion élevés.

[11.1.4.2 échangetransmembranaire:
Les échanges a travers la membrane sont essentiellement de deux ordres : par diffusion

simple, et par un processus actif agissant contre un gradient de concentration.

a) La diffusion simple : intéresse I'eau et les anions inorganiques et semble se faire a travers

des pores de la membrane, dont le diamétre serait de I'ordre de 3,5 4 4,5 A° 1112113

Le transport passif se a travers des «pores» de la membrane suivant le gradient de

concentration des ions.

b) Transport actifs: différents types de transporteurs actifs primaires sont décrits dans la
membrane du globule rouge. La pompe Na+/K+ permet le maintien d'une forte concentration
intracellulaire en potassium (environ 140 mM) et d'une faible concentration en sodium

(environ 10 mMm).*?

Les échanges des cations se font pour leur plus grande part, par mécanisme actif.

Les concentrations en Nat+ et K+ intracellulaires sont maintenues par un systeme
complexe de « pompes a sodium- rejetant vers l'extérieur le sodium ayant pénétré

passivement dans I'érythrocyte et maintenant le K+ a I'intérieur de celui-ci.

Ce processus actif demande un apport énergétique fourni essentiellement par I'ATP, il
agirait par une modification conformationelle exposant alternativement des sites d'affinité
pour le Na+ et le K+ vers les deux faces de la membrane, modification s'accompagnant d'un
changement d'affinité des sites, tels que trois Na+ sont rejetés vers I'extérieur en échange de

deux K+ maintenus dans l'intérieur.

Un second systeme d'échange constitue le cotransport Na+ K+. Ce systeme est
bidirectionnel et transporte Na+ et K+ vers et en dehors de la cellule. Le passage d'un ion a
travers la membrane est obligatoirement dépendant de la présence du second ion du méme

coté de la membrane.!*
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Fonctionnement de la pompe sodium/potassiom

Hydolyse de I'ATP : %ADP
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Figure 19 : les échanges transmembranaires

I11.2 L’hémoglobine:
I1 s’agit d’un tétrameére composé de deux chaines de type alpha et deux chaines de type

beta . Chaque sous-unité de globine est repliée dans une structure composée de 7 ou 8 hélices
notées de A a H. Chaque sous-unité est associée a une molécule d’héme , site de liaison

o o 114411
réversible de I’oxygéne . >

Depuis longtemps, il était admis que les sous-unités alpha et beta s’associaient
spontanément pour former le tétramére d’Hb. Cependant, il est connu que les sous-unités

alpha sont produites en léger excés

L'hémoglobine est une protéine de poids moléculaire 69.000 daltons, pigment
respiratoire contenu dans les hématies ; majeur constituant du Globule Rouge, elle est une
chromoprotéine dont la principale fonction est le transport respiratoire . Elle assure le
transport de I'oxygéne des poumons plus précisément au niveau des alvéoles pulmonaires vers
les tissus et du gaz carbonique des tissus vers les poumons. Elle est constituée de I'néme et de
globine. La globine est constituée de I'association de quatre chaines d'acides aminés et I'heme
est constitué d'une molécule de porphyrine et d'un atome de fer qui est a I'état ferreux ce qui

permet la fixation de I'oxygene.
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Figure 20: paires de chaines polypeptidiques Contenant une porphyrine contenant un
atome de FER
Les substances nécessaires a la formation de I'hémoglobine sont :
- Le fer;
- Le cuivre ;
- La vitamine B 12 ;
- La pyridoxine (appelée également vitamine B6) ;
- La vitamine C ;
- L'acide folique ;

- Des protéines.
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7/Données quantitatives: la numération globulaire :'*°

Tableau 4 : la numérotation globulaire

Nb de GR Hte Hb
Homme 45-6.2teral 40-54% 13-18 g/d
Femme 4-54teral 35-48% 12-16 g/dl
Enfant (1 an) 36=5TI 35-44% 11=15 g/d
Nouveau:né . 5=6TI 44-62% 16=22¢/d

VGM de I'adulte = 80 - 100 fl (10 x Ht / Nb de GR)

TCMH = 27 - 32 pg (10 x Hb/ Nb de GR); correspond a la teneur ou masse d'Hb contenue

dans un GR (peu utilisée).

CCMH = 32 - 36 g/dl (100 x Hb / Ht); correspond a la concentration de la solution d'Hb a

l'intérieur du GR.

NB: Les valeurs normales de I'némogramme sont toujours a interpréter selon I'age et le sexe

du patient.

Réticulocytes =0.5 - 2% des GR, restent 02 a 03j apres deviennent GR matures, et
contiennent encore quelques organites. Leur taux va définir les capacités de régénération de la

moelle osseuse.

[11.3 L’hémolyse:
111.3.1.1 Définition :

L'hémolyse désigne le processus visant la destruction des globules rouges, ou hématies,
par les macrophages. Ces derniers sont des globules blancs spécifiques, localisés au niveau
du foie et de la moelle osseuse. Avec une durée de vie moyenne de 100 jours, I'hématie est
ensuite recyclée pour produire de nouveaux globules rouges. Si elle est généralement
normale, I'némolyse peut devenir pathologique et entrainer la destruction prématurée des
globules rouges. Certaines pathologies peuvent engendrer ce type de phénomeéne : un déficit
en glucose 6 phosphate déshydrogénase, drépanocytose, thalassémie, coagulopathies

, paludismemaladies auto-immunes...**’

56


http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/1994-globules-rouges-taux-trop-eleve-ou-trop-bas
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/13390-hematie-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/2024-globules-blancs-polynucleaires-et-lymphocytes
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/8375-foie-schema-anatomie-et-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/8765-moelle-osseuse-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/14018-pathologie-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/19205-deficit-en-glucose-6-phosphate-deshydrogenase-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/19205-deficit-en-glucose-6-phosphate-deshydrogenase-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/19205-deficit-en-glucose-6-phosphate-deshydrogenase-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/8681-drepanocytose-causes-symptomes-et-traitement
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/15466-thalassemie-symptomes-et-traitement
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/7705-paludisme-symptomes-traitement-et-prevention
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/7705-paludisme-symptomes-traitement-et-prevention
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/7705-paludisme-symptomes-traitement-et-prevention

L’EFFET DE I’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

111.3.1.1.11. L’hémolyse intratissulaire :
Les globules rouges agés, apres une durée de vie normale de 120 jours, sont phagocytes

par les macrophages de systéeme de phagocytes mononuclées. Chez le sujet normal, la
majorité des globules rouges sont detruits dans les macrophages de la moelle osseuse

(minimum 50%).
Le reste de I’hémolyse se répartit dans 1’organisme, en particulier dans la rate et le foie

Cette phagocytose porte sur des globules rouges dont le vieillissement s’est traduit par :
Des modifications biochimiques : diminution du contenu enzymatique, ralentissement

métabolique, perte des lipides membranaire, phénomenes oxydatifs.

Des modifications morphologiques (tendance a la sphéricité par réduction de la surface

membranaire et/ou hyperhydratation).

Des modifications de la plasticité (diminution de la déformabilité des globules rouges

entrainant une stagnation dans les capillaires):

111.3.1.1.22. L’hémolyse intra vasculaire :
Une faible partie de I’hémolyse physiologique se déroule au sein méme de la circulation

sanguine. Dans ce cas ’hémolyse est libérée dans le plasma ou elle forme un complexe avec
I’haptoglobine, synthétisée par le foie. Ce complexe est capté par 1’hépatocyte au niveau

duquel I’hémoglobine est dégradée. 118

111.3.1.2 Les hémolyses d'origine médicamenteuse:
Plusieurs médicaments d'usage courant sont capables de causer une anémie hémolytique

par l'intermédiaire de I'un ou l'autre des mécanismes énumérés précédemment.

Les médicaments tels la phénacétine, sulfamides antihistaminiques et dans notre cas le

Glucantime ont une toxicité directe sur le GR.**°

111.3.1.3 4. LES MARQUEURS BIOLOGIQUES DE L'HEMOLYSE
Bilan biochimique. *

Au cours des hémolyses intra tissulaires : Augmentation des produits du catabolisme
des GR:*?

> Bilirubine libre élevée.

» Augmentation du fer sérique.
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» Augmentation de l'urobilinurie et stercobilinogene fécal.
Au cours des hémolyses intra vasculaires:
» hémoglobinémie plasmatique.
» Heémoglobinurie.
» Haptoglobine effondrée.
» Hemosidérinurie.
» la méthémalbumine est augmentée.
111.3.1.4 5. PARAMETRES BIOLOGIQUES AU COURS DE NOTRE ETUDE

SONT POTASSIUM :
Au cours d'une hémolyse on a recoure a une augmentation des concentrations

plasmatique du potassium due & la lyse membranaire du globule rouge*?.

> LACTATE DESHYDROGENASE °
Le lactate déshydrogénase (LDH) est présente dans de nombreux organes, coeur, foie,
muscle, rein. Elle catalyse la réaction suivante:

Acide pyruvigue + NADH, H LDH acide lactique + NAD.

-Valeurs usuelles:

200 a 600 VU (cinétique UV a 37 oc par la méthode des plaques LDI-1 Vitros, lecture
a 340 nm). De tres nombreuses méthodes donnent des valeurs physiologiques des LDI-I

inférieures a 250 U/I, tout en utilisant aussi des cinétiques a 37 oc avec lecture a 340 nm.
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Variations pathologigue

-Affections cardiaques
-Affections hépatiques

- Anémies: L'anémie pernicieuse présente des valeurs extrémement éleveées de LDH
pouvant atteindre 8 000 a 10 000 U/I.

- Les anémies hémolytiques présentent des taux de LDH moins élevés de 1000 a 2 000
U/1.

Détermination de I'activité enzymatique du lactate déshydrogénase

La réaction est directe:
Pyruvate + NADH.H® <—> | -lactate + NAD"

La vitesse initiale d'oxydation du NADH est proportionnelle a I'activité catalytique de la

LDH. Elle est déterminée par mesure de la diminution d'absorbance a 340 rira. .

Isoenzymes des LDH:

Le lactate deshydrogénase sérique possede Cinque variétés d'isoenzymes différentes qui

peuvent étre séparées par électrophorése du sérum sur acétate de cellulose.

Ces isoenzymes résultent de I'association quatre par quatre de deux types de protomeéres (A et
13).

LDH1 =84 (20 %).
LDH2 = Al B3 (40 %).
LDH3 = A2132 (20
LDH4=A3131(10%).
LDH5 =A4.(10%).

111.3.1.5 6. L’hémolyse pathologique :
Elle peut étre due & deux mécanismes principaux ;%

Soit une anomalie du globule rouge : hémolyses corpusculaires ou globulaires.
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Soit a une agression extrinseque des hématies : hémolyse extra corpusculaires

111.3.1.6 7. Diagnostique de I’hémolyse:
Lorsqu’il y a hémolyse, on trouve les résultats suivants :

Taux sérique accru de lactate déshydrogénase (LDH), enzyme présente en grande

quantité dans les globules rouges et qui est libérée lors de leur destruction ;

Taux réduit d’haptoglobine, protéine qui lie I’hémoglobine relachée dans le plasma lors
de I’hémolyseTaux de bilirubine indirecte augmenté (surtout lorsque I’hémolyse est grave ou

chronique) %
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Chapitre IV

Albumine
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I\VV Introduction :

L’albumine est sans doute I’'une des premiéres protéines découvertes, puisque ses

propriétés physiologiques ont été reconnues a 1’époque d’Hippocrate vers I’an + 400 123

C’est probablement la protéine la plus étudiée, dans la mesure ou ses multiples
fonctions ont intéressé des génerations de biologistes, biochimistes, chimistes, physiciens et
pharmacologistes depuis plus de 150 ans, a commencer par C. Denis qui fut le premier a
isoler cette protéine par dialyse en 1840.C’est la protéine soluble la plus abondante chez les
vertébrés et la plus importante dans le plasma avec une concentration se situant entre 35 et 50
g/L. 124

IV.1 Structure

La structure de 1’albumine permet d’expliquer ses fonctions multiples et son réle dans
I’organisme. Cette structure est identique chez tous les individus de I’espéce humaine mais
présente des différences de séquence avec celles des autres espéces animales. Ainsi, la sérum
albumine bovine (SAB) et humaine (SAH) ont une étroite homologie dans la séquence

polypeptidique ainsi que dans leur structure.

La structure primaire consiste en une chaine polypeptidique de 585 et 583 acides aminés
respectivement pour la SAH et la SAB. Les seules différences résident dans la substitution de
plusieurs résidus ayant cependant des propriétés hydrophobes identiques n’affectant en rien la
structure tridimensionnelle de la protéine ."*Parmi leurs 35 résidus cystéine, un seul d’entre
eux (Cys34) se trouve a 1’état réduit et n’est donc pas impliqué dans 1’édification de liaisons

disulfures.

La structure, constituée de 3 domaines homologues divisés en 9 boucles (sous domaine)
dont la stabilité est assurée par les 17 ponts disulfures, confére a la protéine une certaine
flexibilité . La forme hélicoidale (hélicea) représente 67% de la structure secondaire, tandis

que la forme en feuillet B est totalement absente a 1’état natif.
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Domaine 2

Domaine 1

Cys-34

1Figure 21: Structure tridimensionnelle de I’albumine avec ses 3 domaines et ses ponts
disulfures

Les 17 ponts disulfures qui assurent la stabilité de la structure tertiaire de la protéine a
température ambiante et & pH neutre, n’empéchent pas des modifications significatives de
taille et de forme en fonction de la variation de ces deux paramétres physiques.'?°Par
exemple, la SAB présente des changements de conformation spatiale (isomérisation) en
fonction du pH, qui peuvent étre attribués a des ruptures d’interactions de type ionique suite
au changement de pH (Figure 16). En particulier, un pH de 4,5 marque une transition entre la
forme native (N) de la protéine et la forme « fast » (F) pour laquelle une diminution des
structures en hélice est observée avec la diminution du pH, la structure est de plus en plus

étirée.*?°

Comme la plupart des protéines globulaires, 1’albumine présente une tendance a
s’agréger sous forme de complexes macromoléculaires lorsque la protéine est soumise a une
augmentation de température’®®. L’agrégation thermique de la SAB se caractérise par des
changements conformationnels de sa forme native constituée majoritairement par des hélices

o Vers une structure enrichie en feuillet .
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Ces changements peuvent étre modulés par la concentration de la protéine, la valeur du
pH, la température et le temps du traitement thermique, mais également par la présence ou
I’absence de métaux de transition tel que le cuivre (Cu®*) ou le Zinc (Zn**) .Par exemple, la
dénaturation de la SAB par traitement a 80°C est réversible quel que soit le pH, tandis que les

modifications sont irréversibles lorsque la protéine est traitée de facon durable & 60°C .*¥/

De plus, de nombreux travaux ont pu mettre en avant ’implication du seul résidu
cystéine libre (Cys34) dans le processus d’agrégation thermique. En effet, le blocage de ce
résidu avec de I’iodoacétamide, ou du glutathion empéche la formation de liaisons

intermoléculaires et ainsi la formation d’agrégats.

pH=27 pH =45 pH=9
Forme E P Forme F ——— P Forme N—— Forme B

(Etirée) (Fast) (Native) (Basique)

Figure 22: Différents isoméres conformationnels de la SAB en fonction du pH

Comme la plupart des protéines du plasma, I’albumine possede un pH isoélectrique
(pHi) tres acide, dont la valeur est variable en fonction de la nature des molécules qui sont
fixées. Il varie de 4,8 lorsque elle est associée aux acides gras, a 5,28 lorsqu’elle est liée a des
substances non lipidiques *®Son pHi étant inférieur au pH du plasma cette protéine se

comporte in vivo comme un anion.

Contrairement aux autres protéines du plasma (immunoglobulines, transferrine,
fibrinogene...), I’albumine présente la plus faible masse moléculaire autour de 66 438 Da et
66 411 Da pour respectivement la SAB et la SAH.'*

IV.2 Fonction : formation, distribution et réles

Des travaux sur foies de rats isolés et perfusés ont démontré que la biosynthése de

130

I’albumine a lieu exclusivement au niveau du foie™". D’autres études, utilisant des techniques

d’immunocytochimie, ont montré que tous les hépatocytes synthétisaient I’albumine.**

64



L’EFFET DE I’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

Chez ’homme, I’albumine a une demi-vie voisine de 3 semaines'®.

La synthese
journaliére s’établit a 120 mg.kg-1 soit 8 a 10 g pour un adulte de 70 kg. Cette production
correspond a un renouvellement quotidien de 4 a 6 % de la protéine. La quasi-totalité de
I’albumine synthétisée (99,9 %) va directement dans le plasma sanguin ou elle effectue
environ 15 000 passages dans le systeme circulatoire entre sa synthese et sa dégradation.
L’importance conférée a cette protéine est particulicrement due a la multitude de rdles
bénéfiques : au niveau circulatoire, au niveau du transport d’un large éventail de métabolites

qui lui a donné la réputation de « tramp steamer » du systémecirculatoire **3ainsi qu’au niveau

de son réle protecteur.

IV.2.1 ROles circulatoires
L’albumine, qui représente 60% en masse de toutes les protéines plasmatiques, est
responsable a 80% du maintien de la pression oncotique (25-33 mm Hg). Cette pression

empéche I'eau de sortir des vaisseaux sanguins.

Elle y contribue de facon disproportionnée, a cause de sa faible masse moléculaire (67
kDa) par rapport aux globulines du plasma dont la masse moléculaire moyenne est autour de
170 kDa ,mais également a cause de son faible point isoélectrique (pHi = 4,7) qui confere a la
protéine une charge nette négative a pH 7.4 (pH sanguin) contribuant ainsi a 1’équilibre de

Donnan .

L’albumine est indispensable pour la bonne répartition des liquides entre les vaisseaux
sanguins et les tissus ou le milieu interstitiel. En effet une diminution du taux d'albumine dans
le sang (hypoalbuminémie) est problématique: la pression oncotique est abaissée, I'eau quitte

alors les vaisseaux pour gagner les tissus provoquant ainsi des cedémes.

C’est le cas chez les enfants atteints par la maladie de kwashiorkor affectant

principalement les régions pauvres d’Afrique oul les enfants sont victimes de **

IV.2.2 « Le transporteur »
La deuxiéme grande fonction de 1’albumine est liée a ses capacités de transport et de
fixation de petites molécules de tout type .***Cette forte aptitude qui permet de comparer
cette protéine a une « éponge », s’explique essentiellement par la flexibilité¢ de sa structure qui

s’adapte volontiers aux différents ligands.

L’albumine interagit avec un large spectre de composés dont la liste est detaillée dans

le tableau 2. La protéine transporte notamment des molécules endogénes telles que les acides
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gras (AG), des ions métalliques (Ca?*, Cu?*...), des hormones thyroidiennes (Thyroxine ou
T4) et stéroides, mais également des acides aminés tels que le tryptophane et la cystéine .

Elle assure également le retour des sels biliaires particulierement hydrophobes entre
I’intestin gréle et le foie. C’est ainsi le cas de la bilirubine formée dans la rate et acheminée

vers le foie par le biais de I’albumine.

Les principales routes de transport des différents métabolites par 1’albumine sont
également décrites . Cette protéine vehicule également des substances exogenes, en particulier
des médicaments par I’intermédiaire de 4 sites de fixation sur lesquels les différents ligands
peuvent se concurrencer en modifiant 1’accessibilité de ces sites par changement

conformationnel de la structure tertiaire de la protéine.
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Figure 23: Les voies de transport des métabolites par ’albumine™®

De fagon générale, 1’albumine sert tout d’abord, a transporter ces différents composés
peu ou pas hydrosolubles, ensuite a les protéger d’un catabolisme excessif et ainsi constituer
des formes de réserves circulantes, inactives tant que les substances sont liées, mais

immédiatement utilisables des que détachées de I’albumine.™’
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IV.2.3 Le protecteur
Par ses capacités de fixation et de transport, I’albumine se présente comme un«
neutralisateur » de substances toxiques. De nombreuses toxines exogenes sont sequestrées par
la protéine et rendues inoffensives pour 1’organisme. C’est le cas du benzeéne qui forme un

thioéther, le S-phénylcystéine, avec le seul résidu cystéine réduit (Cys34).*®

Mais également 1’aflatoxin G1, un carcinogéne largement répandu qui est directement
pris en charge par la protéine pour étre détruit au niveau du foie .De maniére similaire,
I’albumine prend en charge la bilirubine, produit de dégradation de 1’hémoglobine, qui sous
forme libre peut devenir fortement toxique. Mais la protéine assure son transport jusqu’au foie

ou elle va étre conjuguée a I’acide glucoronique et ainsi étre inoffensive.

Enfin, de nombreuses drogues a visées thérapeutiques sont séquestrées par I’albumine
afin de contrdler a la fois leur libération et leur concentration et faire ainsi office de réservoir

pour une action durable.

IV.2.4 Les propriétés antioxydantes
L’albumine représente 1’antioxydant majoritaire du plasma, un compartiment du corps
fortement sollicité par le stress oxydatif. La plupart de ses propriétés antioxydantes est

attribuée a sa capacité de fixation de nombreux ligands, par 1’adaptabilité de sa structure.

De plus le seul groupement thiol libre au niveau du résidu Cys34 de 1’albumine lui

confeére des capacités supplémentaires de fixation et la possibilité de piéger des radicaux libres

IV.2.4.1 Fixation de ligands
Parmi les ligands de type cationique, les métaux de transition tels que le cuivre (Cu®") et

le fer (Fe2+) méritent une attention particuliére dans la mesure ou ils participent a la
formation de radicaux peroxydes qui ont des effets déléteres dans 1’organisme. En effet les

ions (Cu®") et (Fe®") peuvent réagir avec le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) selon la réaction de

Fenton qui en présence de composés organiques (R-H) génére des ROS selon les réactions

suivantes:

Méme si les ions (Fe?*) sont & une concentration physiologique plus importante, les ions
(Cu?*) réagissent plus rapidement (60 fois) avec H,O, pour former des radicaux hydroxyle
(OH )™*Fixés a I’albumine, ces ions métalliques sont moins susceptibles de participer a la
réaction de Fenton et ainsi générer des radicaux oxygénés. En effet, la protéine est capable de
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neutraliser les radicaux hydroxyles (OH" ) produits par cette réaction'*’. Le radical OH" est
une espece tres réactive, de courte demi vie et avec un faible rayon d’action, mais capable

d’oxyder les protéines, I’ADN ainsi que les lipides.

Dans le plasma, ces métaux sont également fixés par d’autres protéines comme la
transferrine, la lactoferrine pour le fer et la céruplasmine pour le cuivre et le fer. Mais une
grande partie de ces métaux est liée a 1’albumine, notamment dans le cas de la maladie du
métabolisme du fer comme 1’hémochromatose ou la thalassémie conduisant a une surcharge

en fer 14

Certaines albumines comme la SAH et la SAB contiennent un site spécifique de forte
affinité pour le Cu (Il) endogéne, ainsi que pour le Nickel Ni (1) .Les 4 premiers acides
aminés de la partie N-terminale de la protéine, AspAla-His-Lys (DAHK) forment ce site de
liaison. De nombreux travaux ont d’ailleurs mis en avant I’importance de ce site (DAHK)
dans la prévention de la formation de radicaux hydroxyles induite par le cuivre.En effet,
parmi ces études, Bar-Or a montré que des polypeptides ayant la partie N-terminale analogue
a la SAH (DAHK), ont également la capacité de séquestrer le Cu (II) et d’empécher ainsi la
formation de ROS ou bien la coupure oxydante de I’ADN double brin.

Il faut noter que certaines etudes ont montre le réle chélateur de métal des résidus
méthionine. En effet, le blocage de ces résidus par du N-ethylmaleimide (NEM) ou par de
lachloramine T induisent une diminution des propriétés protectrices de 1’albumine et de sa
capacité de fixation des ions cuivre .**Pour d’autres albumines (porc, chien, poulet...), la
substitution, dans le site DAHK, de I’histidine His3 par une tyrosine empéche la fixation de

ces métaux sur ce site terminal

Fe©" + H,0, —— Fe(OH)™ + OH®
R-H + OH* —» H.0 + R"
0, + R* ——  ROO*

Un second site de fixation du Cu (1) a été caractérisé dans la forme bovine et humaine
de I’albumine, et a été localisé dans la région de contact entre les domaines I et II de la
protéine Ce second site n’est pas spécifique au Cu (II) puisque de nombreux métaux comme

Ni (II), Zn (IT) ou Cd (IT) peuvent s’y lier avec des affinités comparables 143
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Met298

Aminoterminus

Met446
" (DAHK)

Met548

Met123
Argi117

Figure 24 : Principaux sites de I’albumine impliqués dans son activité antioxydante157

D’autres aspects de I’activité antioxydante de I’albumine proviennent de la capacité de
la protéine a fixer de nombreuses molécules dont des antioxydants. Cela concerne notamment
la bilirubine, connue pour ses propriétés toxiques, et qui n’en est pas moins un puissant
antioxydant qui combat les radicaux libres susceptibles d'infliger des dommages majeurs aux

cellules .**

Ce pigment rouge est lié a la protéine au niveau du résidu Lys240 et protége a la fois
contre D’altération de I’a-tocopherol induit par les radicaux peroxydes et contre la

peroxydation lipidique des LDL.**

Concernant la peroxydation lipidique, celle-ci peut étre initiée par un systeme
comprenant des radicaux superoxydes en présence de fer chélaté. L’albumine bovine inhibe
cette peroxydation au niveau des membranes des liposomes phosphatidycholine en empéchant

I’interaction entre le fer chélaté avec la membrane. 46

Parmi les lipides, les acides gras polyinsaturés (AGPI) constituent une importante partie
des composés biologiques oxydables du plasma. Ces AGPI sont des graisses protectrices
contre les maladies cardio-vasculaires qui favorisent la baisse du taux de cholestérol porté par
les lipoprotéines de basse densit¢ (LDL). L’albumine possede trois principaux sites de forte
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affinité pour ces acides gras au niveau des résidus Lys351, Lys475 et Argl17 dans les poches
hydrophobes.

Il apparait que les AGPI liés a I’albumine peuvent étre protégés de la peroxydation

lipidique par la proximité d’antioxydants (bilirubine) également fixés a la protéine.

La protéine plasmatique a également la capacité de se lier a I’homocystéine, un acide
aminé soufré résultant du catabolisme de la méthionine. Un niveau important d’homocystéine
dans le plasma sanguin contribue a un stress oxydatif au niveau des tissus avec la formation
de ROS fortement impliqués dans le développement de 1’athérosclérose. Le piégeage de

. . . . \ (12 147
I’homocystéine par I’albumine permet d’atténuer ces phénomenes déléteres .

IV.2.4.2 Cys34, piégeur de radicaux libres
Chez un adulte normal, environ 70-80 % du résidu Cys34 de 1’albumine est a 1’état

réduit (S-H), le reste est sous forme de liaison disulfure (S-S) avec plusieurs composés
soufrés comme la cystéine, ’homocystéine et le glutathion Le groupement —SH de 1’albumine
représente un site de protection antioxydant, contre les radicaux libres hydroxyles OH™ et
contre des agents oxydants et nitrants puissants comme le peroxynitrite NO* et 1’oxyde
nitrique NO.

En effet ’oxydation du résidu Cys34 (RSH) par le radical hydroxyle ou par le
peroxynitrite entraine la formation d’acide sulfénique (RSOH) qui représente le principal
intermédiaire dans la modulation du statut redox Ce dernier est notamment impliqué dans la
formation de disulfide (RSSR), attestant du role régulateur du résidu Cys34 de 1’albumine
humaine dans le compartiment extracellulaire D’autre part, de nombreux travaux ont pu
montrer que la présence d’un seul groupement thiol permet la protection totale de I’albumine
contre les radicaux peroxyles (ROO™) et empéche la formation d’hydroperoxyde au niveau de

la protéine™.

IV.2.4.3 L’albumine, « I’éponge » a oxydants
L’albumine humaine posséde six résidus méthionine,particulierement sensibles a

I’oxydation et entrainant la formation de méthionine sulfoxide en présence d’une grande
variété d’oxydants Il a été observé que 1’oxydation préférentielle des résidus méthionine
(Met) chez des enzymes, comme la glutamine synthétase, n’affecte en rien leur fonction

biologique. A partir de ces résultats, Levine et al proposent que les résidus Met des systéemes
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biologiques, soumis a des cycles de réduction et d’oxydation, peuvent servir de systéme de

neutralisation des ROS™..

Au niveau de I’albumine, les résidus Met peuvent servir « d’éponge » a oxydants et

protégent ainsi la protéine de modifications plus importantes.

L’acide hypochloreux (HOCI) est un puissant oxydant qui peut inactiver plusieurs cibles
biologiques et préférentiellement I’al-antiprotease qui régule 1’activité élastase pancréatique.
L’albumine peut piéger 1’acide hypochloreux et ainsi empécher complétement 1’inactivation

de I’al-antiprotease.’*

A travers des études in vivo et in vitro, la protéine plasmatique aurait également
d’autres potentialités comme la capacité de se lier a des cellules et induire un changement

152

phénotypique™“ L’albumine joue ainsi un rdle important dans la captation cellulaire des
acides gras a longue chaine'®® mais inhibe également la différentiation adipocytaire sans en

affecter la prolifération .**

De plus, elle contribue au niveau de ces modeles cellulaires in vitro (3T3-L1,
préadipocyte) a la production de cytokines proinflammatoires mais également in vivo au

niveau des cellules rénales .**®
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I.Problématique :

Les dérivés pentavalents de I’antimoine, dont le Glucantime®, reste le traitement de premicre
intention de la leishmaniose en Algérie. Toutefois, ce choix thérapeutique expose aux risques

d’effets toxiques parfois graves en raison de la marge thérapeutique étroite de cette molécule.
Par ce modeste travail nous voulons savoir si I’albumine diminue la toxicité de la Glucantime.
11.But :

Le but recherché via notre travail est de diminuer la toxicité du Glucantime® en administrant

la solution de I’albumine.
I11.0bjectif :

Etudier et évaluer in vitro I’effet de la sérum-albumine sur la toxicité de ’antimoine de N
méthyl de glucamine (Glucantime®) par I’utilisation d’un modele universel de cellule

humaine qui est le globule rouge.
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Pour assurer la faisabilité de I’étude et avoir de I’aide au cours de la réalisation de ce
modeste travail, I’équipe médicale et paramédicale du service de biochimie a été

suffisamment informée sur notre sujet d’étude.
V.1.Type, lieu et calendrier de I’étude:

Notre étude est de type « expérimentale prospective », elle s’est déroulée au niveau du
service de biochimie du laboratoire central du Centre Hospitalo-universitaire Dr. TIDJANI
DAMERDII de Tlemcen du mois d’Octobre 2016 jusqu’au Mai de 1’année 2017.

V.2.Matériel du laboratoire:
V.2.1 :Appareils : (figure 25)

% lonomeétre

sert au dosage des ions K* ,Ca™ et Na *

P

+ Spectrophotometre : Appareil qui
permet de mesure de I’absorbance d’une
solution en fonction de la longueur
d’onde a fin de déterminer sa
concentration selon la loi de de Beer
Lambert,]’absorbance est proportionnelle a
la concentration des solutions

diluées.(figure26)

Figure 26 : spectrophotométre
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iCentrifugeuse : (figure 27)

Figure 27 : Centrifugeuse

“ Vortex : pour homogeénéiser les solutions.(figure28)

4 Automate  SIEMENS [ __
Dimension Rxl Max® =
(figure 29) .

Figure 27 : Automate SIEMENS Dimension RxIMax®
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4 Agitateur magnétique : L'agitateur  magnétique
permet I'homogénéisation de la solution de travail
(figure 30)

Figure 28 :agitateur mécanique

©3 Autres matériels :
e Des tubes a ’EDTA et a I’Héparinate de sodium;
e Des tubes secs;
e Des pots stériles;
e Des seringues : 10 ml, 5 ml;
e Coton;
e Sparadrap;
e Alcool;
e Un bécher;
e Une fiole jaugée: 200 ml
e Des micropipettes : 1ml, 5ml
e Une éprouvette;
e Des cuves;
e Un chronométre;
e Une poire;
e Des embouts (bleus et jaunes);

e Des étiquettes pour marquer les tubes.
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V.2.2Réactifs et solution de travail :

1- L’albumine : commercialisée sous forme de solution a 20%

2- Glucantime (dilué 1/10)

3- Folin 1N

4- Biuret

5- Solution de lavage glacée : Pour préparer la solution de lavage on a melangé: 150
m.mole/L de NaCl avec 2 m.mole/L de MgCl,. Elle doit étre conservée au frigo a 2-
5°C, elle est instable a température ambiante.

e Préparation d'une solution NaCl 150 m. mole :
A partir de La solution mere 1 molaire du NaCl du poids moléculaire 58,44 g/mole on a

préparé IL d'une solution NaCl de 150 mmole/I.

e Préparation d'une solution mére de MgC1, a 1 mole/L:
Pour préparer 50 ml solution du MgCI2 du poids moléculaire 203,3 g/mole, on a calculé la
quantité du MgClI2 pour 50 ml (203,3/20): 10,165g, alors on a pesé cette quantité puis ajusté

avec de I'eau distillée jusqu'a 50ml.

6-Solution tampon (TPBS): souvent abrégé PBS, de I'anglais phosphate buffered saline,
son pH est de 7,4.

Pour la préparation de la solution tampon on a mélangé les sels suivants: le phosphate de
sodium (10 mmole) avec du NaCl (140 mmole) et du MgCl; (2 mmole).

Préparation de solution meére:
On mélange:
80,2 ml de Na;HPO, +19,8 m1 de NaH12PO4 =100ml
* On ajoute 100ml de I'eau distillée pour obtenir une solution mére tampon 0,1 molaire.

* Donc le volume est de 200ml a pH 7,4
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NaH2P Na2HP

04
80.2 ml

v

100ml
+ —
100ml d'eau distillé

Figure 29 :Préparation de la solution mere

Preparation de la solution fille : on a meélangé 10 ml solution mére avec 14ml NaCl et 2ml

MgCI2 puis on ajuste a 1 00ml avec de I'eau distillée.

14ml NaCl

10m|\de sol l 2ml MgCI2
mere

on ajuste avec
I'eau distillée
jusqu'au
100ml

Solution
I

Figure 30:préparation de la solution fille
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4.Déroulement de I’étude et recueil des données :

Les tests ont été effectués a partir d’échantillons de sang d’un donneur sain n’ayant pris

aucun traitement.

La récolte des données s’est faite d’une maniere active aprés un travail de palliasse qui

comporte plusieurs manipulations.

5.Les parameétres étudiés sont:

+ Dosage de la concentration du potassium par I’ionometre,

+ Dosage de I’hémoglobine par méthode spectrophotométrique,
+ Dosage des protéines membranaires par la méthode de Lowry,
+ Dosage de la LDH.

6.Mode opératoire :
6.1 Préparation de I'échantillon :
6.1.1 Prélevement :

On réalise un prélevement sanguin sur un volontaire sain a jeun a l'aide d'une seringue
de 10 ml.

Cet échantillon de sang ne doit pas étre hémolysé pour ne pas fausser les résultats, donc on
doit éviter toute manipulation inappropriée, par exemple: 1’agitation excessive des tubes,

I'aspiration trop rapide du sang au cours du prélévement, la pose prolongée d'un garrot.

e On partage ce volume de sang (10 ml) en deux parties égales dans :
» Un tube EDTA: pour faire une FNS (dans le but de s'assurer que les cellules
érythrocytaires ne présentent aucune anomalie et qu'elles soient dans les

normes).

» Un tube a I’héparinate de sodium pour effectuer nos tests.
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6.1.2 Préparation de suspension du travail:

= Centrifugation du tube hépariné pendant 5 minutes a 4000 tr /min;

= Marquer le niveau du plasma;

= Elimination et remplacement du plasma par la solution de lavage glacée ;

* Me¢langer doucement pour éviter I’hémolyse mécanique ;

= Un 2°™ lavage est nécessaire pour éliminer toute trace du plasma, centrifuger et

éliminer le surnageant; et le remplacer par la TPBS

= Me¢langer légerement ; c¢’est notre échantillon qu’on va étudier ;

= Faire une 2éme FNS pour s’assurer qu’il n’y a pas une hémolyse mécanique.

5min
4000tr/min

i

O

L)
(=]

Prélevement

Sanguin

o

effectuer 2
Lavage

5min
4000tr/min

Caille

- d L)

(=]

éliminer
surnageant

Coll
usgui

Figure 31 : préparation de la solution de travail.

6.1.3 Préparation des suspensions cellulaires:

nous avons introduit dans un bécher a l'aide d'une pipette:

* 63 ml T.PBS + 3 ml suspension me¢re.

* Au total on a un volume de 66 ml, c'est la solution fille de travail.

—TPBS
=

Notre
solution de

* nous préparons 9 tubes correspondant au 3 temps (TO, T45, T90) de dosage dont nous allons

faire nos lectures.

* Dans chaque tube nous mettons 3 ml d'une solution de lavage
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Les 13 premiers tests sont effectuéesavec une dose de 75ul

duGlucantime® :

= A: 17,8ml de la suspension cellulaire mere+3ml de sérum albumine humain +200ul
TPBS.

B : 17,8ml de la suspension cellulaire mere +3ml TPBS + 75 pl Glucantime®.

C : (3 ml du sérum d’albumine humaine+75ul de la Glucantime®).) aprés pré incubation de

10min on rajoute 17,8 ml de la suspension cellulaire mére

—

-
T
=

[ Becher B

Becher A

)

Becher C }
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Figure 32 :préparation du suspension

6.1.4L es tubes a tester :

On prépare a chaque instant T (TO; T45; T90) 3 tubes : 1,2 et 3 (points test).

Nous avons met dans chaque tube 3ml de la solution de lavage glacee;

v" Nous introduisons dans chaque point test, 2 ml de suspension cellulaire fille, On
centrifuge chaque tube au temps précis (4000 tr/min pendant 5 min) pour chaque tube
préparé On sépare le surnageant du culot ;

¢ Le surnageant pour le dosage de I’Hb par méthode spectrophotométrie
¢ le culot : On récupére le culot dans 1 ml d’eau distillée puis on le vortex afin de lyser
les cellules pour doser les ions [K+] a I’aide d’un ionomeétre , LDH et les protéines par

méthode de Lowry.

* Méthode de Lowry :

Cette méthode a été développée par Lowry et al (1951) qui ont combiné une réaction au
biuret et une réaction au réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, a base de phosphomolybdate
et de phosphotungstate, réagit avec les tyrosines et les tryptophanes, pour donner une
coloration bleue qui s'ajoute a celle du biuret.

+ Dosage de LDH :

La méthode de la lactate déshydrogénase (LDI) est un test de diagnostic in vitro pour la
mesure quantitative de la lactate déshydrogénase totale dans le plasma et le sérum humains

sur le systéme de chimie clinique Dimension®

La méthode Dimension® LDI a été standardisée sur la base de la méthode de référence
primaire de la lactate déshydrogénase (LD) de la fédération internationale de chimie clinique

(IFCC) a 37°C, adaptée au systeme de chimie clinique Dimension®
Principe de la méthode :

En guise de substrat, la méthode LDI utilise un tampon de L-lactate d’un pH de 9.4.La

lactate déshydrogénase oxyde le substrat en présence de NAD™ afin de produire du pyruvate et
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du NADH qui absorbe a 340nm.La concentration d’activité de la lactate déshydrogénase est
mesurée en tant que réaction cinétique a 340/700nm ,proportionnelle a la quantité de lactate

déshydrogénase presente dans 1’échantillon .
Centrifugation

]

Surnageant pour dosage
d’Hémoglobine

Culot pour dosage d’K",

LDH, protéines

Figure 33 : Préparation des tubes a testée.
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7.Nous avons répété les méme étapes précédentes pour les 15 dernier tests mais avec une
dose de 100puL du Glucantime®

== A: 17,8ml| de la suspension cellulaire mere+3ml de sérum albumine humaine+200ul

TPBS.
— by .
B: 17,8mlde la suspension cellulaire mere+3ml TPBS+100 pl de Glucantime®.
__C : (3ml de la sérum albumine humaine + 100pl de la Glucantime®) apres

préincubation de 10 min on rajoute 17,8 ml de la suspension cellulaire mére.
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V.Résultats et interprétation :
V.1 Résultats :

Tous les expériences ont été réalisées dans les mémes conditions de travail; a T°
ambiante et a pH de 7,4. L’effet de la sérum albumine sur la toxicité du Glucantime® vis-a-
vis des globules rouges a été suivi d’une part par la perturbation de la perméabilité
membranaire aux ions K+(ion intracellulaire par excellence) et d’autre part par la

libération de I’hémoglobine secondaire a I’hémolyse.
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Evaluation de I'effet de I’albumine sur la toxicité de Glucantime®

Test n°01 :

Concentration [Hb]

0,03

0,025

002 /./
/ ~ =—&—sans Glucantime

0,015 5"

[Hblg/dI

—fll—avec Glucantime
0,01

Glucantime+HSA

0,005

T0 T45 T90

Figure 34: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
01)

Concentration [K+]

0,4
0,35 K

<
E 0,25 -
E 0,2 T—u =—&—sans Glucantime®
+ 1
= 0,15 == avec Glucantime®
0,1
H ®
0,05 Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90

temps (min)

Figure 35: I’effet de la Glucantime®sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA (test
01).
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Concentration [protéines]
2,5
2
E ‘ﬁ
b0
'5' 1,5
.g =——sans Glucantime®
2 1
g_ == avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 36: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de
I’HSA (test 01).

Concentration [LDH]

250
E — e
200

E \
a —&—sans Glucantime®
= 100
== avec Glucantime®
50 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 37: I’effet de 1a Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de PHSA
(test 01).
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Concentration [K+]/[Protéines]
0,18
0,16
= 0,14 -
2 012
2 o1
& 0,08 —&—sans Glucantime®
E 0,06 ——avec Glucantime®
— 004 == Glucantime®+HSA
0,02
0
T0 T45 T90
temps (min)
Figure 38: le rapport [K+]/ [protéines] (test 01)
Test n°02 :
Concentration [Hb]
0,035
0,03 /.
0,025
% 0,02 :/ — I —&—sans Glucantime
) :
I 0015 —l—avec Glucantime
0,01 = Glucantime+HSA
0,005
0
T0 T45 T90

Figure 39: I’effet de 1a Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
02)
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Concentration [K+]

0,4
0,35
0,3 — — -
0,25 -

0,2
0,15

01
0,05

=@ sans Glucantime®

[k+]mmol/L

== avec Glucantime®

== Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 40: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA (test
02).

Concentratin [protéines]
2,5
- 2 ——
3
=215 —
8 ’
:5 = sans Glucantime®
= 1
g_ == avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 41: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de
I’HSA (test 02).
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Concentration [LDH]

250

—
200 z ‘\
150 i e

E \
Q = sans Glucantime ®
= 100
== avec Glucantime®
50 == Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 42: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 02).

Concentration [K+]/[Protéines]

0,18
0,16 —— —0
0,14 4
0,12

0,1
0,08 =& sans Glucantime®

0,06 == avec Glucantime®
0,04
0,02

[k+]/[Protéines]

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 43: le rapport [K+]/ [protéines] (test 02)
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Concentration [Hb]

0,035

0,03 /.

0,025

0,02 i
é’é' —&—sans Glucantime

c
S~
20
i 0,015 —f—avec Glucantime
0,01 = Glucantime+HSA
0,005
0
T0 T45 T90

Figure 44: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
03)

Concentration [K+]

0,4
0,35
0,3
0,25 ~

0,2 \. —&—sans Glucantime®

0,15 —fll—avec Glucantime®
0,1

0,05

[k+]mmol/L

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 45: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA (test
03).
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Concentration [protéines]

2,5
2 —_—
3
Y
T W \.
:QE, = sans Glucantime®
o 1
g_ == avec Glucantime®
0,5 —h— Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90

temps (min)

Figure 46: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de
I’HSA (test 03).

Concentration [LDH]

o — —
+
200

8 sans Glucantime®
= 100
== avec Glucantime®
50 A Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90

temps (min)

Figure 47: I’effet de 1a Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de PHSA
(test 03).
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rapport [K+]/[Protéines]
0,18
0,16 —o
—_ 0,14 —
£ 012
2 o1
E. 0,08 = sans Glucantime®
E‘ 0,06 == avec Glucantime®
- 004 == Glucantime®+HSA
0,02
0
T0 T45 T90
temps (min)
Figure 48: le rapport [K+]/ [protéines] (test 03)
Test n°04 :
Concentration [Hb]
0,04
0,035 /I
0,03
= 0025 /
~ =—&—sans Glucantime
%" 0,02
T —fll— avec Glucantime
= 0,015
0,01 =~ Glucantime+HSA
0,005
0
TO T45 T90

Figure 49: I’effet de 1a Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
04)
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Concentration [K+]

0,45
0,4
0,35
0,3 =
0,25

0,2 \.\ T —&—sans Glucantime®
0,15 \

~u == avec Glucantime®
0,1

0,05

[k+]mmol/L

== Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 50: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de PHSA (test
04).

Concentration [protéines]
2,5
2
o
o
'5' 1,5
:5 = sans Glucantime®
- 1
g —fi—avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 51: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de
I’HSA (test 04).

95



L’EFFET DE ’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

Concentration[LDH]
250
200 T e
—
F 150 —5 ="
a —&—sans Glucantime
= 100
—fli—avec Glucantime
50 = Glucantime+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 52: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 04).

rapport [K+]/[Protéines]

0,18
0,16
0,14 T —
0,12

0,1 \

0,08 . —&—sans Glucantime®

0,06 == avec Glucantime®
0,04
0,02

[k+]/[Protéines]

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 53: le rapport [K+]/ [protéines] (test 04)
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Concentration [Hb]

0,04

0,035 /I
0,03

0,025 /

=—&—sans Glucantime
0,02

—li— avec Glucantime
0,015

0,01
0,005

[Hb]g/dI

== Glucantime+HSA

T0 T45 T90

Figure 54: I’effet de 1a Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
05)

Concentration [K+]

0,5

0,45

P S—

0,3

0,25 \§\A =@—sans Glucantime®
0,2

0,15 - —fl—avec Glucantime®

[k+]mmol/L

0,1 = Glucantime®+HSA
0,05

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 55: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA (test
05).
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Concentration [protéines]
2,5
2
T
N~
[-T]
'5' 1,5
:5 —&—sans Glucantime®
- 1
g_ ——avec Glucantime®
0,5 == Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 56: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 05).
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200 —
—
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T
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= 100
== avec Glucantime
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0
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Figure 57: I’effet de 1a Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de PHSA
(test 05).
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rapport [K+]/[Protéines]

0,18
0,16
0,14 -
0,12

0,1
0,08 \. = sans Glucantime®

0,06 == avec Glucantime®
0,04
0,02

[k+]/[Protéines]

= Glucantime®+HSA

TO T45 T90

temps (min)

Figure 58: le rapport [K+]/ [protéines] (test 05)

Test n°06:

Concentration [Hb]

0,04
0,035 /l
0,03
0,025
0,02
0,015

0,01
0,005

=—&—sans Glucantime

—fll— avec Glucantime

[Hb]g/dl

=~ Glucantime+HSA

T0 T45 T90

Figure 59: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de
I’HSA (test 06)
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Concentration [K+]

0,4

0,35
\
0,3

-
0,25 %
0,2

\. —4&—sans Glucantime®

[k+]mmol/L

0,15 —fll—avec Glucantime®
0,1
H ®
0,05 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90

temps (min)

Figure 60: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de PHSA (test
06).
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Figure 61: I’effet de 1a Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de
I’HSA (test 06).
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Concentration [LDH]
250
200 —
—
— 150
T
a —&—sans Gucantime
= 100 ——
== avec Glucantime
50 = Glucantime+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 62: I’effet de 1a Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA
(test 06).

rapport [K+]/[Protéines]

0,18
0,16
0,14 -
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0,1
0,08 \. —&—sans Glucantime®
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0,02
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= Glucantime®+HSA
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Figure 63: le rapport [K+]/ [protéines] (test 06)
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Test n°07 :

concentration [Hb]

0,04
0,035

0,03 /.

0,025 -

0,02 —&—sans Glucantime

[Hb]g/dI

0,015 == avec Glucantime
0,01

0,005

== Glucantime+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 64: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de
I’HSA (test 07)
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0,4
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H ®
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0
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Figure 65: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA (test
07).
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concentration [protéines]
2,5
5 Ftﬁ
)
3 ——
= 15 ——p
(]
'qE, —&—sans Glucantime®
Pt 1
g_ == avec Glucantime®
0,5 —#—Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 66: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de
I’HSA (test 07).

concentration [LDH]
250
200
* 4
= 150
a A e—sansGlucantime
= 100 ——
—fll—avec Glucantime
50 = Glucantime+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 67: I’effet de 1a Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de PHSA
(test 07).
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rapport [K+]/[Protéines]
0,18
0,16 —_—
g 0,12
5 0,1 S~
2 008 \. —&—sans Glucantime®
: ’
E‘ 0,06 =l avec Glucantime®
— 004 —f— Glucantime®+HSA
0,02
0
TO T45 T90
temps (min)
Figure 68: le rapport [K+]/ [protéines] (test 07)
Test n°08 :
concentration [Hb]
0,035
0,03
0,025 -
2 om —
'.E 0,015 - g /4 =—&—sans Glucantime
- 001 == avec Glucantime
0,005 === Glucantime+HSA
0
TO T45 T90

temps (min)

Figure 69: I’effet de 1a Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
08)
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concentration [K+]
0,4
0,35

03 - —

0,25
0,2 \.
0,15

0,1
0,05

——sans Glucantime®

[k+]mmol/L

== avec Glucantime®

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 70: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA (test
08).

concentration [protéines]
3
2,5
%.° —
()]
:5 15 —&—sans Glucantime®
-l
g 1 —f—avec Glucantime®
0,5 === Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 71: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de
I’HSA (test 08).
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concentration [LDH]
300

250

200

[LDH]

150 =—@—sans Glucantime

100 == avec Glucantime
50 = Glucantime+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 72: I’effet de 1a Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de P’HSA
(test 08).

rapport [K+]/[Protéines]
0,18
0,16 ‘ﬁ
— 0,14 ————
2 012 »
2 o1
& 0,08 \. —&—sans Glucantime®
SN
3 0,06 —fl—avec Glucantime®
0,04 == Glucantime®+HSA
0,02
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 73: le rapport [K+]/ [protéines] (test 08)
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Testn®9:

concentration [Hb]

0,035
0,03 /I
0,025
0,02 /

el
g 0,015 % —&—sans Glucantime
0,01 == avec Glucantime
0,005 =~ Glucantime+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 74: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
09)

concentration [K+]

0,4

0,35
\

0,3 =>

0,25 ~

0,2
) \. —&—sans Glucantime®

015 —fi—avec Glucantime®
0,1

0,05

[k+]mmol/L

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 75: I’effet de 1a Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA (test
09).
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concentration[protéines]
3
2,5
5 —— —
w2 =
i
()] ‘—.
:qE, 15 —&—sans Glucantime®
g_ 1 —f—avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 76: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de

I’HSA (test 08).
concentration[LDH]
300
250
200
'g 150 \ - —o—sans Glucantime
- 100 —fli—avec Glucantime
50 == Glucantime+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 77: I’effet de 1a Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de PHSA
(test 09).
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concentration [K+]/[protéines]
0,2
0,18 ‘\
_ 016 —
3 014 7 —
g 0,12 ~s A
g Ot ——sans Glucantime®
é 0,08 \ sans Glucantime
T 0,06 \. —f—avec Glucantime®
004 = Glucantime®+HSA
0,02
0
TO T45 T90
temps (min)
Figure 78: le rapport [K+]/ [protéines] (test 09)
Test n°10 :
concentration [Hb]
0,035
0,03 A
2 002
'_E 0,015 é ’4 — =& sans Glucantime
- 0,01 —fli— avec Glucantime
0,005 = Glucantime+HSA
0
TO T45 T90

temps (min)

Figure 79: I’effet de 1a Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
10)
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concentration [K+]

0,4
0,35
0,3 -
0,25
0,2
0,15

0,1
H ®
0,05 = Glucantime®+HSA

\. ——sans Glucantime®

== avec Glucantime®

[k+]mmol/L

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 80: I’effet de 1a Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test10).

concentration [protéines]
2,5
2
g2 =2
[T}
'g 1,5
.g = sans Glucantime®
Pt 1
g_ == avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 81: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 10).
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concentration [LDH]

160
140
120 -
100

[LDH]

80 \. =—@—sans Glucantime
60

40
20

== avec Glucantime

= Glucantime+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 82: I’effet de 1a Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA

(test 10).
Testn°11:
concentration [Hb]
0,05
0,045
0'04 //.
0,035
3 0
o Obocz)g E // —&— sans Glucantime
I ’
- 0,015 >— ——g@  ——avecGlucantime
00682 === Glucantime+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 83: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
11)
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L’EFFET DE ’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

concentration [K+]

0,5
0,45
0,4
0,35 -
0,3 ~_
0,25 N —&—sans Glucantime®
0,2
0,15 M —m-avecGlucantime®
0,1
0,05

[k+]mmol/L

== Glucantime®+HSA

TO T45 T90

temps (min)

Figure 84: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(testll).

concentration [protéines]

2,5
2 %‘:ﬁ

T
Y
- 15 i
()]
:5 ——sans Glucantime®
- 1
g == avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 85: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 11).
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concentration [LDH]

160
140
120 -
100

[LDH]

80 \. = sans Glucantime
60

40
20

=fli— avec Glucantime

= Glucantime+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 86: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 11).

rapport [K+]/[protéines]
0,18
0,16 = —
—_ 0,14 - —
g 012 -
2 01 I
‘g‘_ 0,08 \. —&—sans Glucantime®
SN
E 0,06 —fl—avec Glucantime®
— 004 = Glucantime®+HSA
0,02
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 87: le rapport [K+]/ [protéines] (test 11)
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Testn°12 :
Concentration [Hb]
0,05
0,045
0,04
0,035
3 003 //
%" 0,025 —&—sans Glucantime
I 0,02
0,015 ——— A == avec Glucantime
00(;8; = Glucantime+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 88: I’effet de 1a Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
12)

concentration [K+]

0,4
0,35 k
0,3 x‘
0,25 ~_
0,2 ;
’ =—&—sans Glucantime®
0,15 \l

== avec Glucantime®
0,1

0,05

[k+]mmol/L

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 89: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test12).
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concentration [protéines]

2,5
2% —

)
Y
- 15 |
()]
::EJ =—&—sans Glucantime®
- 1
g == avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 90: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 12).

concentration [LDH]

160
140
120 -
100 -
80
60

40
20 = Glucantime+HSA

[LDH]

\. —&—sans Glucantime

== avec Glucantime

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 91: ’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA
(test 11).
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L’EFFET DE ’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

raport [K+]/[protéines]
0,2
0,18
_. 0,16 -
3 0,14 —
:§ 0,12 N\ S
5 o1 T ime®
s ’ \. —&—sans Glucantime
= 0,08
E‘ 0,06 —fli—avec Glucantime®
~ 004 == Glucantime®+HSA
0,02
0
T0 T45 T90
temps (min)
Figure 92: le rapport [K+]/ [protéines] (test 12)
Testn°13:
concentration [Hb]
0,045
0,04 /I
0,035
— 003 .
S 0025 -
D 002 —&—sans Glucantime
I ’
~ 0,015 e ——&  —@—avec Glucantime
0,01 == Glucantime+HSA
0,005
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 93: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
13)
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concentration [K+]

0,4
0,35
0,3 -
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

| —&—sans Glucantime®

[k+]mmol/L

== avec Glucantime®

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 94: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test13).

concentration [protéines]
2,5
2
-
N~
(1]
'5' 1,5
::EJ —&—sans Glucantime®
- 1
g —f—avec Glucantime®
0,5 == Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 95: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en ’absence de
I’HSA (test 13).
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concentration [LDH]
m—
160

120 ‘?\
120 N I

T
g 100 \.\. —&—sans Glucantime
= 80

60 —ll—avec Glucantime

40 = Glucantime+HSA

20

0

TO T45 T90
temps (min)

Figure 96: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence
de PHSA (test 13).

rapport [K+]/[protéines]
0,16
0,14
= 0,12 -
£ o1 ——
T )
g. 0,08 \. =—&—sans Glucantime®
% 0,06 == avec Glucantime®
= 0,04
0,02 == Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 97: le rapport [K+]/ [protéines] (test 13)
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les tests suivant sont effectué avec une dose de 100 pl du Glucantime:

Testn°14 :
concentration [Hb]
0,06
0,05 N
— 0,04
=
o 0,03 / ——sans Glucantime®
T
I —— / ~—avec Glucantime®
0,01 Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 98: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA (test
14)

concentration [K+]
0,35
0,3

[ 2N

e ——

0,25
— 7
S
g 0,2 \
€ 0.15 \.\ =—&—sans Glucantime®
T ’
= 01 == avec Glucantime®

0,05 Glucantime®+HSA

0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 99: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test14).
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concentration [protéines]
2,5
2 ‘ﬁ
3
b0
'5' 1,5
.g =——sans Glucantime®
2 1
g_ == avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 100: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 13).

concentration [LDH]
250

200

150

¥
\\'L - —&—sans Glucantime
100
L — ——avec Glucantime
50

— =/ Glucantime+HSA

[LDH] U/L

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 101: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 14).
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rapport [K+]/[protéines]
0,16
0,14
=% 0,12
£ 01
\Q ’
g. 0,08 \. —&—sans Glucantime®
E 0,06 == avec Glucantime®
= 0,04
0.02 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)
Figure 102: le rapport [K+]/ [protéines] (test 14)
Testn°15:
concentration [Hb]
0,07
0,06 /.
0,05
'_E 0,03 / / —&—sans Glucantime®
= 002 Qf‘//—‘ ——avec Glucantime®
0,01 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 103 : I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 14)
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concentration [K+]
0,35

0,3 &\
0,25 C

—
>
g 0,2 -
£ 0.15 —&—sans Glucantime®
T ’
= \ —ll—avec Glucantime®
0.1 -
0,05 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90

temps (min)

Figure 104: ’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test15).

concentration [protéines]
2,5
_ 2 =
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}o \\‘
S L3 \.
£ = sans Glucantime®
p-] 1
g —fi—avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 105: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 15).
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concentration [LDH]
250

200 \
150 ~
\\ =@  —&—sans Glucantime®
100
\.(A == avec Glucantime®
50

T  —*—Glucantime®+HSA

[LDH] U/L

TO T45 T90

temps (min)

Figure 106: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA
(test 15).

rapport [K+]/[protéines]

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08 \ - =& sans Glucantime®

0,06 == avec Glucantime®
0,04
0,02

[k+]/[protéines]

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 107: le rapport [K+]/ [protéines] (test 15)
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Test n°16 :
concentration [Hb]
0,07
0,06 /.
0,05
S o
5 004
E 0,03 / —&—sans Glucantime®
- 0,02 —fl—avec Glucantime®
0,01 == Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 108: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de PHSA
(test 16)

concentration [K+]

0,35
0,3 %‘i
0,25

< \\‘\
© 02
E ’
£ 015 - —&—sans Glucantime®
+ ’
= 01 =fll— avec Glucantime®
0,05 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90

temps (min)

Figure 109: ’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test16).
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concentration [protéines]
2,5
2
o :‘
Y
T ~— —
'qE, 3 —=@—sans Glucantime®
Pt 1
g_ == avec Glucantime®
0,5 —h— Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 110: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 16).

concentration [LDH]
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140 —
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—
S~
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z w0 e
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40 = Glucantime®+HSA
20
0
T0 T45 T90

temps (min)

Figure 111: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA
(test 16).
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rapport [K+]/[protéines]
0,18
0,16 \
— 0,14
2 012
g 01 -
S 0,08 —4—sans Glucantime®
E 0,06 \. ——avec Glucantime®
-0 == Glucantime®+HSA
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0
T0 T45 T90
temps (min)
Figure 112: le rapport [K+]/ [protéines] (test 16)
Testn°17 :
concentration [Hb]
0,07
0,06 //.
0,05
S Pl
5 004
2 003 / —&—sans Glucantime®
I ’
- 0,02 —fl—avec Glucantime®
0,01 == Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90

temps (min)

Figure 113: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 17)
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concentration [K+]

0,35
0,3
- 0,25
} \
g 0,2
H ®
% 0,15 = sans Glucantime
= 0,1 —fl—avec Glucantime®
0,05 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 114: ’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(testl7).

concentration [protéines]
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= 1
g_ ——avec Glucantime®
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0
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Figure 115: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en
I’absence de ’HSA (test 17).
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concentration [LDH]

180
160
140 -
120

<
2 100 _%ﬁ
E 80 ——sans Glucantime®
-
= 60 \\. ——avec Glucantime®
40 .
= Glucantime®+HSA
20
0
T0 T45 T90

temps (min)

Figure 116: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 17).

rapport [K+]/[protéines]

0,16
0,14
e
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0
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Figure 117: le rapport [K+]/ [protéines] (test 17)
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Testn°18 :
concentration [Hb]
0,07
0,06 _—u
0,05 /./
T
%o 2:2: / —&—sans Glucantime®
- 0,02 / == avec Glucantime®
0,01 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 118: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 18)

concentration [K+]
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g 0,2
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0
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Figure 119: ’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test18).
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concentration [protéines]
2,5
_ 2
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= —t
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.g =——sans Glucantime®
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0,5 = Glucantime®+HSA
0
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Figure 120: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 18).
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Figure 121: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA
(test 18).
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rapport [K+]/[protéines]
0,16
0,14
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Figure 122: le rapport [K+]/ [protéines] (test 18)
Testn°19:
concentration [Hb]
0,07
0,06 _—
0,05 /./
3 004
'%‘D 0,03 / —&—sans Glucantime®
B 0,02 —fl—avec Glucantime®
0,01 == Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 123: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de PHSA
(test 19)
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concentration [K+]

0,35
0,3
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[k+]mmol/L

0,1 == avec Glucantime®

0,05 = Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 124: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 19).

concentration [protéines]
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'g' 1,5
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0
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Figure 125: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 19).
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concentration [LDH]
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100 )
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0
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Figure 126: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 19).
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0,16
0,14
= 0,12
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g =
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T —fl—avec Glucantime®
= 0,04 -
0,02 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90
temps (min)
Figure 127: le rapport [K+]/ [protéines] (test 19)
Test n°20 :
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concentration [Hb]

0,07

0,06 /.

0,05 /./
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E' ’

0,02 e == avec Glucantime®
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0
T0 T45 T90
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Figure 128: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 20)

concentration [K+]

0,4
0,35
0,3 -
0,25 -

0,2 =& sans Glucantime®
0,15

0,1
0,05
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== avec Glucantime®

B = Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 129: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 20).
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concentration [protéines]

2,5
2 l\~ ——

% N
]
'5. 15 \-\.
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g_ == avec Glucantime®
0,5 Glucantime®+HSA
0
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Figure 130: ’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en
I’absence de ’HSA (test 20).

concentration [LDH]
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250
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——
—_ 200 - ¢
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= 100 ~~g  —#—avecGlucantime®
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0
T0 T45 T90
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Figure 131: ’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en
I’absence de ’HSA (test 20).
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rapport [K+]/[protéines]

0,16
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7 0,1 -
g_ 0,08 \. —&—sans Glucantime®
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= 0,04 .
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0
TO T45 T90
temps (min)
Figure 132: le rapport [K+]/ [protéines] (test 20)
Test n°21 :
concentration [Hb]

0,07

0,06

0,05 /.//.
5 004
2 0,03 ///‘ —&—sans Glucantime®
I ’
- 0,02 et == avec Glucantime®

0,01 / —#A— Glucantime®+HSA

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 133: ’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence
de PHSA (test 21)
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conentration [K+]
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Figure 134: ’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de
I’HSA (test 21).
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2,5
2 l\;

% H\.\\’
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[-1]
-5- 1,5 ——
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0,5 Glucantime®+HSA

0
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Figure 135: ’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en
I’absence de ’HSA (test 21).
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concentration [LDH]
300

250

—— —

—t
150 \l\. —&—sans Glucantime®
100 == avec Glucantime®

50 = Glucantime®+HSA

[LDH] U/L

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 136: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en
I’absence de ’HSA (test 21).

rapport [K+]/[protéines]

0,16
0,14
0,12

0,1 -

0,08 ———a —&—sans Glucantime®

0,06 —fl—avec Glucantime®
0,04

0,02

[k+]/[protéines]

= Glucantime®+HSA

T0 T45 T90
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Figure 137: le rapport [K+]/ [protéines] (test 21)

138



L’EFFET DE ’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

Test n°22 :
concentration [Hb]
0,07
0,06
0,05 /.
5 004
§ 0,03 —&—sans Glucantime®
N 0,02 = =l avec Glucantime®
0,01 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 138: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 22)

concentration [K+]
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0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 139: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 22).
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concentration [protéines]

2,5
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T
= 1,5
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(]
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= 1
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0,5 == Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
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Figure 140: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 22).

concentration [LDH]
300

250 ——
200

150 \\

\.\ T~ =& sans Glucantime®
100 \. —fli—avec Glucantime®

50 = Glucantime®+HSA

[LDH] U/L

T0 T45 T90

temps (min)

Figure 141: ’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA
(test 22).
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rapport [K+]/[protéines]
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0,16 +\\
2 012 L
‘% 0,1 _%
& 008 —&—sans Glucantime®
< ’ \ .
E‘ 0,06 —ll—avec Glucantime®
— 004 = Glucantime®+HSA
0,02
0
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Figure 142: le rapport [K+]/ [protéines] (test 22)
Testn°23:
concentration [Hb]
0,08
0,07
0,06 _—
i 0,05 /./
%o 0,04 / —&—sans Glucantime®
L 0,03 .
—fli—avec Glucantime®
0,02 .
0,01 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90

temps (min)

Figure 143: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 22)
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concentration [K+]
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Figure 144: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 23).
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0
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Figure 145: ’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 23).
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0
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Figure 146: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 23).
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0,16
0114 ‘ﬂ
7 012 ~
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0
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Figure 147: le rapport [K+]/ [protéines] (test 23)
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Test n°24 :
concentration [Hb]
0,07
0,06 ‘//.
0,05
5 )y —A
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§ 0,03 / —&—sans Glucantime®
N 0,02 @4 —fli—avec Glucantime®
0,01 = Glucantime®+HSA
0
TO T45 T90

temps (min)

Figure 148: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 24)

concentration [K+]

0,45
0,4
0,35

0,25 -
0,2 = sans Glucantime®

0,15 \ ~#—avec Glucantime®
01 ~g

= Glucantime®+HSA
0,05
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T0 T45 T90

temps (min)

Figure 149: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 24).
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concentration [protéines]
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0
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Figure 150: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 24).
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0
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Figure 151: ’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA
(test 24).
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Figure 152: le rapport [K+]/ [protéines] (test 24)
Testn°25:
concentration [Hb]
0,07
0,06
0’05 //
5 004
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- 0.02 —fl—avec Glucantime®
0,01 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 153: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de PHSA
(test 25)
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concentration [K+]

0,4
0,35
0,3
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\. ——avec Glucantime®
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[k+]mmol/L

T0 T45 T90
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Figure 154: ’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 25).
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Figure 155: ’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 25).
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0
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Figure 156: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 25).
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0
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Figure 157: le rapport [K+]/ [protéines] (test 25)
Test n°26 :
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concentration [Hb]

0,08
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T0 T45 T90
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Figure 158: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 26)
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0,45
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Figure 159: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 26).
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Figure 160: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 26).
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Figure 161: ’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en I’absence de ’HSA
(test 26).
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Figure 162: le rapport [K+]/ [protéines] (test 26)
Test n°27 :
concentration [Hb]
0,06
0,05 —
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T
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0
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Figure 163: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de PHSA
(test 27)
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concentration [K+]
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Figure 164: I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 27).
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Figure 165: ’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 27).
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Figure 166: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 27).

rapport [K+]/[protéines]

g S—

0,16
— 0,14
17
£ 012 -
2 01
g 0,08 \.\ \ = sans Glucantime®
E 0,06 \\. —fli—avec Glucantime®
= 0,04

! === Glucantime®+HSA

0,02

0
TO T45 T90
temps (min)

Figure 167: le rapport [K+]/ [protéines] (test 27)
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Test n°28 :
concentration [Hb]
0,07
0,06
0,05 /.
—_ e
-:E 0,03 =@—sans Glucantime
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0
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Figure 168: I’effet de la Glucantime® sur la [Hb] en présence et en absence de ’HSA
(test 28)
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Figure 169 : I’effet de la Glucantime® sur la [k+] en présence et en absence de ’HSA
(test 28).

154



L’EFFET DE ’ALBUMINE SUR LA TOXICITE DE GLUCANTIME

concentration[protéines]
2,5
2
Kl
S~
o0 k
7 —————a
(]
£ = sans Glucantime®
- 1
g_ —f— avec Glucantime®
0,5 = Glucantime®+HSA
0
T0 T45 T90
temps (min)

Figure 170: I’effet de la Glucantime®sur la [protéine] en présence et en I’absence de
I’HSA (test 28).
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Figure 172: I’effet de la Glucantime®sur la [LDH] en présence et en ’absence de ’HSA
(test 28).
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Figure 173: le rapport [K+]/ [protéines] (test 28)
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Interprétation des résultats :

L’effet de Glucantime sur la concentration de I’hémoglobine en présence de HSA

A TO0 on a remarqué que la concentration d’hémoglobine extracellulaire n‘a pas changé

dans les trois suspensions.

Dés la 30 eme minute il y’avais une augmentation trés remarquable de la concentration
de I’Hb dans les deux milieux (Glucantime® avec et sans HSA) par rapport au milieux

sans Glucantime mais cette augmentation est moins importante dans le milieu ou il y’a HSA.

Cette augmentation de la concentration d'hémoglobine extracellulaire au cours du temps

peut étre expliquée par une lyse au niveau de la membrane du globule rouge.
Pour le dosage du potassium intracellulaire

On a remarqué que méme pour le potassium intracellulaire la concentration diminue au
cours du temps, cette baisse du taux de K™ est toujours plus importante pour la suspension

cellulaire qui contient le Glucantime.

La sortie du potassium peut étre due soit a l'inhibition de la pompe K+/Na+ ATPase,

soit a une lyse de la membrane cellulaire soit les deux actions a la fois.

Pour le dosage des protéines : On a remarqué une diminution du taux des protéines
dés la 45 eme min mais elle est moins importante dans le milieu ou il y’a le Glucantime et
HSA.

Cette diminution du taux des protéines cellulaires au cours du temps s'explique par la
lyse membranaire des globules rouges ce qui a favorisé la sortie des protéines.

Pour renforcer les résultats, on a calculé le rapport [K+]/[Protéines]. Donc d'aprés ces
résultats, on constate qu'il y avait une lyse de la membrane cellulaire.(la perte en protéines

cellulaire en méme temps que la diminution en concentration du potassium intracellulaire)

Pour le dosage de LDH :
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Pour le LDH on a remarqué une diminution de la concentration au cours du temps, qui
est plus remarquable dans la suspension cellulaire qui contient la molécule.La diminution du

taux du LDH peut étre expliquée par une lyse de la membrane du globule rouge.
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Le travail fait au sein du service de biochimie CHU Tlemcen a été confronté a

des contraintes, notamment :
La non disponibilité des réactifs pour le dosage des parameétres a étudier.

La non disponibilit¢ de I’ionogramme au sein de service a joué¢ contre notre faveur

et par conséquent les temps lors de dosage de K™ malheusement n’était pas respecté.

La non disponibilité des moyens plus sophistiqués qui était nécessaire a une

interprétation plus précis.

Cette étude montre que la sérum albumine humaine a un effet protecteur sur la toxicité
du Glucantime® sur le globule rouge, d’une part par modification de la perméabilité des ions

K'et d’autre part par la diminution du taux d’hémolyse.

L’effet protecteur de la sérum albumine humaine sur la toxicit¢ du Glucantime®
démontré dans cette étude a été aussi confirmé par d’autres études et sur autre molécules on
prend comme exemple son effet protecteur vis-a-vis I’ AmphotéricineB qui a été confirmer par

les études suivantes

J. A. Sanchez-Brunete et coll ont proposé des microsphéres hydrophiles
d'albumine comme nouveau systeme de la livraison pour l'amphotéricine B (AMB
;Microsphéres d'/AMB), ils ont trouvé que la toxicité aigué des microsphéres d'AMB était
inférieure a celle de la formulation de référence d'AMB-désoxycholate chez les hamsters et
ils ont conclu que le traitement avec des microspheres d/AMB a eu comme conséquence

I’amélioration de I’ index thélrapeutique.158

M. BREZIS et coll ont publi¢’Reduced Amphotericin Toxicity in an Albumin
Vehicle”dans Journal of Drug Targeting, 1993 : L’étude était faite in vitro ; ’hémolyse
induite par I'amphotéricine B a été également nettement réduite en présence de
I'albumine et ce dernier n'a pas réduit I'effet antibiotique de I'amphotéricine in vitro, ce qui
confirme que ’activité antifongique de 1'amphotéricine B est préservée in vitro. Ils ont conclu
que la toxicité de I'amphotéricine B peut étre considérablement réduite si elle est administrée
dans un véhicule dalbumine. Les effets protecteurs in vivo dalbumine sur la

vasoconstriction rénale amphotéricine-induite ont été aussi démontrés.'*®

PORNANONG ARAMWIT et coll ont publié « The Effect of Serum Albumin on the
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Aggregation State and Toxicity of Amphotericin B » dans Journal of Pharmaceutical

Sciences en 2000, qui avait comme but d'évaluer l'effet de I'aloumine humaine de
sérum (HSA) sur la structure et la stabilité in vitro et ont trouvé que que la Fungizone®est

rapidement converti de sa forme agrégée en monomere lié aux protéines en présence de
HSAlGO.
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Malgré les effets toxiques de  Glucantime® reste le traitement de choix
et conserve une place essentielle dans la majorité des régions endémiques pour les
leishmanioses  (Algérie, Tunisie, Maroc). Mais La toxicité sévére de cette
molécule fait discuter son indication thérapeutique de premiére intention dans le traitement
de la leishmaniose.

d’aprés notre étude on a essayé de diminuer les effets toxique de Glucantime en
administrant I’ Albumine pour ces propriétés antioxydante

apres plus de  28tests in  vitro realisés sur plus de 15
prélévements, on a remarqué que vraiment L’Albumine a un effet protecteurs contre la lyse

menbranaire due au Glucantime

Toute fois nos résultats ne peuvent étre comparés avec ceux des autres études, en
raison des conditions expérimentales différents: différents matériels, méthodes, et population
étudié, en effet, ce qui fait de cette étude une initiation dans la recherche pour I'évaluation in
vitro des autres propritées antioxydante de I’albumine
Pour enrichir notre étude on pouvait compléter ce travail par I'étude des effets protecteur en

augmentant la dose de 1’ Albumine

Ces résultats montrent clairement la nécessité de poursuivre les travaux sur
I’effet antioxydant de la sérum albumine humaine sur la toxicité de la Glucantime®,
dans I’espoir d’aller en une amélioration de I’index thérapeutique et de diminué la toxicité .

Cette ¢tude laisse la porte ouverte a d’autres recherches en faveur de
I’¢laboration d’une nouvelle formulation de la Glucantime®.
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Résumé :

L’antimoniate de méglumine ou Glucantime®. Reste le traitement de premicre intention
de la leishmaniose en Algérie, administre par voie locale ou parentérale (IM, V).

La toxicité de ce médicament est importante et centré sur I’atteinte rénale ce qui limite
son utilisation .

Notre travail est une recherche de formulation de le Glucantime® visant & augmenter
I’index thérapeutique par diminution de sa toxicité sans altére son activité.

L’hospitalisation du malade est obligatoire au cours du traitement, pour le suivit
biologique (LDH, Hémoglobine).

Les résultats retrouvent que le serum albumine humaine diminue la toxicité de
Glucantime® sur les globules rouge illustrée par la diminution du taux d’hémolyse et le
perméabilité des ions K+,

Cette étude a apporté la preuve de I’effet protecteur de 1’albumine contre la toxicité de le
Glucantime® sur le globule rouge.

Mots clés : Glucantime®, Globule rouge, Hémolyse, Albumine, LDH.

Abstract :

Meglumine antimoniate or Glucantime® remain the first-line treatment of leishamniasis
in Algeria,it is administered by injection .

The toxicity of this drug is important and set centered on the renal attack what limits its
utilisation.

Our work is a search for formulation of Glucantime® , wich the surpose is that to crease
its therapetic indexe ;to decrease its toxicity without deteriorates its activity.

The hospitalization of the patient is required during treatment, followed by biological
(LDH, Hemoglobin).

The results find that the serum human albumin decreases the toxicity of Glucantime® on
the globules red illustrated by the reduction of hémolyse and the permeability of the K+ ions.

This study has brings the proof of the protective effect of albumin against toxicity of
Glucantime® on the red globule.

Key words: Glucantime®, Red globule, Hemolyse, Albumine, LDH.
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