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Résumé :
Les leishmanioses sont des parasitoses aux consequences sociaux économiques

lourdes en effet les traitements disponibles (Amphotéricine B) requiérent pour la plus part

des administrations parentérales sont couteux.

Pour contribuer a I’effort de recherche d’altérative thérapeutique nous nous sommes
intéressés au mécanisme d’actions toxique du Glucantime encore trés mal connue a I’heure
actuelle qui est-couteux et encore trés utilisé dans notre pays afin d’amélioré 1’index

thérapeutique autre mot dit diminuer la toxicité toute en préservant son activité.

Mots clés : leichmaniose , glucantime , globule rouge , K+, LDH , Protéines, HB.

Abstract :

Leishmanioses are consider parasitose diseases in the heavy economic social
consequences indeed the avaible treatments (Amphotéricine require for the most part of the
parenteral administration sare expensive.

The contribution of the efforts in search for alterative therapeutics we were interested in the
mechanism of toxic actions of Glucantime still very badly known at the moment which are
expensive and still very used in our country to improve the therapeutic in other word to

decrease the toxicity for protecting its activity.

Key words: Leishmanise, Glucantime, Red blood cell, k+, HDL, proteins, Haemoglobin.
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ABC : ATP Binding Cassette.
ADN : acide désoxyribonucléique.
AMM : Autorisation de mise sur le marché.
ARN : acide ribonucléique.
ATP : Adénosine triphosphate.
CGMH : Concentration Globulaire Moyenne en Hémoglobine.
DDV: durée de vie.
dl: décilitre.
DPA: dérivés pentavalents de I'antimoine.
ECG : électrocardiogramme.
EDTA : acide éthylene diamine tétra-acétique.
Er: Erythrocytes.
fl : femto litre.
Fig : figure.
FNS : Formule numération sanguine.
G : Glucantime.
GR : globules rouge.
Hb: Hémoglobine.
IM : intra musculaire.
INSP : institue national de santé publique.
IV : intra vineuse.
j/jr - jour.

K+: Potassium.



Kg: kilo gramme.

L : litre.

L : leishmaniose.

LC : leishmaniose cutané

LCD: leishmaniose cutanée diffuse.
LCL: leishmanioses cutanées localisées.
LCM: leishmaniose cutanéo-muqueuse.
LDH : lactate déshydrogenes.

LPG: lipophosphoglycane.

LV: leishmaniose viscérale.

LVI1 : leishmaniose viscérale infantum.
MCT: transporteur de monocarboxylate.
mm : milli mole.

mg : milligramme.

Mgcl2 : Chlorure de magnésium.

ml : milli litre.

MRP-1 : Multidug Resistance Proteinl.
Na+: Sodium.

Nacl : Chlorure de sodium.

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide.
NADPH ; Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
nm : nano metre

NO: monoxyde d'azote.

NTI : transporteur de nucléoside.



OMS : organisation mondial de sante.

PCR : polymerase chaine reaction.

PGEZ2 : prostaglandine.

P-GPA : Phosphatidylglycerophosphatse A.
PH ; potentiel hydrogeéne.

PKa : Constante d’acidité.

PPI : pour préparation injectable.

QT : segment QT.

Sh: stibium.

Sbv: stibium 5.

SH: groupement thiol.

Spp: espece.

TDR : Tropicale Diseases Research.
TGMH : Teneur Globulaire Moyenne en hémoglobine.
TGO: Aspartate aminotransférase.

TGP : glutamate pyruvate transaminase.
TPBS : tampon phosphate salin.

VGM : volume globulaire moyen

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine.

1IN : une fois normal .

pl : micro litre
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Introduction

Les leishmanioses sont un groupe d’affections parasitaires dues a des protozoaires
flagellés du genre Leishmania et transmises par un insecte vecteur : le phlébotome a des
espéces et situations épidémiologiques variées correspondent des formes cliniques
polymorphes.

On trouve ainsi des formes cutanées localisées et diffuses, des formes cutanéo-
muqueuses et des formes viscérales. [1]

Cette multiplicité de tableaux cliniques résulte a la fois d’un large éventail d’espéces et
de la variation de la réponse immunitaire de 1’hote infecté [2]

Les leishmanioses sont endémiques dans les zones tropicales et subtropicales de 88 pays
et quatre continents : Afrique du nord et de 1’est, Amérique centrale et du Sud, Asie du sud et
Europe du sud. [3]

Les leishmanioses se révélent aujourd’hui beaucoup plus répandues qu’on ne le croyait
entre 1,5 a 2 millions de nouveaux cas par année. C’est pourquoi, elles font partie des six
maladies prioritaires du programme Tropical Diseases Research(TDR) de I’organisation
mondiale de la santé (OMS). [1]

L’ Algérie compte parmi les pays les plus touchés dans le monde.
Les dérivés pentavalents de I’antimoine (DPA) qui est commercialisé sous le nom de
Glucantime®, ils constituent le traitement de premiére intention de la majorité des formes

cliniques en raison de leur disponibilité et de leur moindre codt. [1]

L’objectif de ce travail est I’étude in vitro des effets toxiques du Glucantime® sur le

globule rouge (modéle universel des cellules humaines) par le dosage des différents
parameétres biologiques (potassium, LDH, protéines cellulaires, hémoglobine).
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Synthése Bibliographique Leishmaniose

1. Définition:

Les leishmanioses constituent un groupe de maladies infectieuses dues au parasitisme

de ’homme et de divers mammiféres par un protozoaire flagellé appartenant a la famille

kinetoplastida Et le genre Leishmania, transmis par un insecte vecteur le phlébotome. Elles

comprennent des formes tégumentaires et une forme généralisée, la leishmaniose viscérale,

qui correspond a la dissémination du parasite aux organes profonds. [4]

2. Historique:

La premiere description clinique moderne est celle de Mc Naught en 1882 et c’est
Cunningham en 1885 qui découvrit les parasites dans un prélevement de « bouton
d’Orient ».

En 1898, en Ouzbékistan, le médecin militaire Borovsky mentionna un protozoaire
dans Des prélévements d’ulcere, sans en déterminer le statut taxonomique.

En 1903 ce méme parasite fut étudié par Wright chez un enfant arménien vivant a
Boston, il fut considéré comme une microsporidie et recut le nom de

Helcosomatropicum.

La méme année les leishmanies sont également mises en évidence par Marchand dans la rate

d’un sujet mort de kala-azar.

En 1908 La premiére culture fut obtenue par Nicolle et Sir William LEISHMAN, ils
comparerent les organismes de la peau avec ceux de la rate découverts en1903, et
conclurent : « La presque identité au point de vue morphologique du parasite de

Leishman-Donovan est de celui de Wright n’est pas contestable. »

La méme année, Nicolle et Comte découvrent les mémes protozoaires chez le chien, puis chez

Le cheval et le chat. Ils font ainsi de cette affection une maladie commune a 1’homme et aux

autres mammiféres et ouvrent la voie aux recherches épidémiologiques.

En 1921, les fréres Sergent et leurs collaborateurs établissent le role de vecteurs des
phlébotomes en réussissant la transmission du« bouton d’Orient » par application de
broyats de ces insectes sur des scarifications cutanées.

Mais la transmission par la piqire ne fut prouvée qu’en 1941 par Adler et Ber.
Knowles.

En 1924, 1’établit pour le kala-azar, Parrot et Donatien le font enfin pour la

leishmaniose canine en 1930. De plus, 1’école soviétique, avec Latyshew et Kriukova,
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attire 1’attention sur le role des rongeurs en tant que réservoirs de virus sauvages des
leishmanioses.

e Le cycle du parasite ainsi que sa répartition géographique furent étudiés de 1925 a
1928 par Alder, Théoder et Christopher.

e En 1974, Chance, Gardener et Peters reconnaissaient 1’appartenance de Leishmania
chagasi au complexe donovani-infantum. La synonymie était établie entre Leishmania
chagasi et Leishmania infantum en 1980.

e La chimiotaxonomie, Mise en place par Maazoom en 1981 s’est révélée performante
en matiere d’étude écoépidémiologique des foyers leishmaniens et d’un point de vue

fondamental, elle a permis des études taxonomiques des leishmanies. [5]

3. Epidémiologie:
3.1. Agent pathogéne:

e |es Leishmania sont des protozoaires flagellés.

3.1.1. Classification:

- Régne : Protista (Heackel 1866)
- Embranchement : Sarcomastigophora (infantum et Balamuth 1963)
- Classe : Zoomastigophora (Calkins 1909)
- Ordre : Kinetoplastida (infantum 1963, EmendVichekrman 1976)
- Famille: Trypanosomatidae (Dolffin 1901, Emend Grabben 1905)
- Genre: Leishmania (Ross 1903).
. Sous genre : - Leishmania
- Viannia. [6]




Synthése Bibliographique Leishmaniose

Depuis la description de la premiére espéce de Leishmania par Laveran et Mesnil en
1903. [7]
Le nombre d’entités taxonomiques a augmenté pour atteindre une trentaine d’especes

distinctes (Tableau 1). [8]

Tableau 1: Rapport simplifié entre les syndromes, la distribution et les
principales espéces de Leishmania.

Espece Distribution géographique

Leishmaniose cutanée

L. aethiopica Ethiopie et Kenva

L. major L Afrique et I'Asie

L. mexicana Ameérique Centrale et du Sud

L. tropica Europe, Asie et Afrique du Nord
Leishmaniose mucocutanée

L. braziliensis Amérique Centrale et du Sud

L. peruwviana Ameérique du Sud

Leishmaniose viscérale

L. chagasi Amérique du Sud

L. donovani Afrique et Asie

L. infantum Bassin méditerranéen

[9]

e En pratique, le genre Leishmania est divisé en deux sous genres definis par le site de
développement du parasite chez le vecteur.

e Le sous-genre Leishmania est caractérisé par un développement suprapylorique-
(jonction intestin moyen-intestin postérieur du vecteur).le sous-genre Viannia, par un

développement péripylorique (n'importe quel point de l'intestin).

Selon le tropisme des especes, les leishmanies peuvent étre distinguées en especes a
tropisme pour les organes profonds (espéces viscérotropes: L. donovani et L. infantum) et
especes a tropisme cutané (L.major et L.tropica).L. braziliensis présente un tropisme

cutanéomuqueux. (Tableau 2). [2]
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En Algeérie, les especes responsables des deux formes cliniques appartiennent a deux
complexes distincts, le complexe Leishmania infantum et le complexe Leishmania major.
La leishmaniose viscérale est due a L. infantum, ainsi que la leishmaniose cutanée du Nord,

alors que la leishmaniose cutanée zoonotique est due a L.major. [10]

Tableau 2: principaux complexe de genre leishmania repartis selon le nom de genre, le
grand domaine geographique et I’expression Clinique principale.

Sous-genre Leishmania Sous-genre Viannia

Ancien Monde | L donovani L tropica
L major
L. fallicki

L. aethiopica
L. arabica

L. infantum

Nouveau Monde L mexicana L. guyanensis

L amazonensis | | panamensis
L venezuelensis | | shawi

L. naiff
L. lainsoni L. braziliensis
L. peruviana
Clinique Leishmaniose : : . Leishmaniose
o Leishmaniose cutanée .
viscérale cutanéomuqueuse

[2]

3.1.2. Morphologies du parasite:
Les Leishmania se multiplient aux deux stades par division binaire simple. Des
échanges génétiques rares semblent participer de fagon significative a la structuration des

populations parasitaires. [11]
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3.1.2.1. Le Stade Promastigote : dans le tube digestif du phlébotome est un
organisme allongé, d’environ 10 a 25 um de longueur. Le noyau est
approximativement central, le kinétoplaste situé en position antérieure et le flagelle

libre s’échappe a I’extrémité antéricure (Fig. 1). [2]
3.1.2.2. Le Stade Amastigote : intracellulaire chez I’hdte vertébré est un

petit corpuscule ovalaire ou arrondi de 2 & 6 um de diametre, présentant un noyau, un

kinétoplaste, et une ébauche de flagelle ne faisant pas saillie a I’extérieur (Fig. 2).[2]

Figure 1: Promastigotes de leishmanies en culture.

[12]

= - -

Figure 2: Amastigotes de leishmanies dans des macrophages.

[12]
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3.2. Le Vecteur:

eC'est un insecte qui appartient a la sous-famille de Phlebotominae avec deux genres,

Phlébotomus dans I'Ancien Monde et Lutzomyia dans le Nouveau Monde (Fig. 3). [13]

Le phlébotome est de petite taille (2a5mm) possédant un corps gréle et allongée et des
ailes dressées en V, il s’appelle aussi la mouche des sables. Il est velue de couleur jaune pale
d’aspect bossu avec de longues pattes, son vol est silencieux, sa piqure est douloureuse mais
ne laisse pas de trace. [4]

La femelle hématophage pique aussi bien I'hnomme que les animaux. Elle a besoin de
sang pour le développement de ses ceufs. Les phlébotomes se mettent le jour a l'abri de la

lumiére et du vent et deviennent actifs la nuit. [14]

Comme elle est Présente toute I’année en zone intertropicale, les phlébotomes
apparaissent seulement 1’été en région tempérée, ou ils conférent a la maladie un caractére

saisonnier. [2]

Figure 3: Phlébotome de Lutzomyia (a gauche) et Phlébotomus (a droite).

[15]
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En Algérie il existe trois especes de phlébotomes qui sont : Phlébotomus perniciosus est
le principal vecteur de la leishmaniose viscérale, Phlébotomus papatasi responsable de la
transmission de la leishmaniose cutanée zoonotique et Phlébotomus perfiliewi la

Leishmaniose cutanée du nord, ces deux espéces sont trés anthropophiles (Fig. 4). [16]

Phlébotomus Perniciosus(LV) Phlébotomus Perfiliewi (LCN) Phlébotomus papatasi (LCZ)

Figure 4: les trois espéces de phlébotomes qui existent en Algérie.

[17]; [18]

3.3. Les Réservoirs:

Il'y a 2 entités épidémiologiques:
v’ Zoonotique, ou l'animal est le réservoir et est impliqgué dans le cycle de la
transmission.

v Anthroponotique, ou I'hnomme constitue le réservoir de I'infection.

Les réservoirs naturels des Leishmania sont des mammiféres domestiques ou sauvages,
chez lesquels le parasite colonise les cellules du systéme des phagocytes mononuclées. Les
mammiféres réservoirs appartiennent a divers ordres, selon les espéces de Leishmania:
carnivores, rongeurs, marsupiaux, édentés, primates ou périssodactyles. Dans certains cas,

I’homme est I’unique réservoir du parasite (Fig. 5). [19]

11
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En Algérie, a la suite de la notification du premier cas de leishmaniose canine a Alger
par les fréeres Sergent en 1910, le chien est admis comme réservoir de la leishmaniose
viscérale. Concernant la LC, le chien est admis comme réservoir de la leishmaniose cutanée
du Nord due a Leishmania infantum, alors que la LCZ, a Leishmania major zymodéme Mon

25 admet comme réservoir deux rongeurs sauvages, Psammomysobesus et Merionesshawi. [4]

Figure 5: réservoirs de lI'espéce parasite Leishmania.

[20]

3.4. Cycle Du Parasite Et Transmission:

Le cycle épidémiologique commun a toutes les especes de Leishmania implique le

passage alterné d’un hote mammifére a un autre par ’intermédiaire du phlébotome vecteur.

[2]

C’est a ’occasion de la piqire que le phlébotome s’infecte sur un mammifére parasité,
puis ultérieurement transmet le parasite a un mammifere sain. Le mode de piqlre des
phlébotomes, avec dilacération des tissus et absorption de 1’ecchymose résultante
(telmophagie), est particuliérement adapté a la capture d’un parasite intracellulaire dans la
peau. [21]

Dans le tube digestif du vecteur, les amastigotes absorbés en méme temps que le repas
sanguin se transforment en promastigotes dans les heures qui suivent, puis s’échappent de la

membrane péritrophique. [21]

12
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Ils subissent un cycle dans la lumiére du tube digestif de I’insecte ; ils comportent de

nombreuses divisions mitotiques, deux étapes de fixation a 1’épithélium de la muqueuse
intestinale et une phase de migration vers la partie antérieure du tube digestif, ou a lieu la
transformation en formes virulentes, ou métacyclogenese. [21]
Une fois introduit dans la circulation, les promastigotes vont étre repris par un macrophage,
histiocytes, monocytes de différents organes ou ils se multiplieront sous formes amastigotes.
La destruction des macrophages bourrés de parasites provoque leur dissémination dans le
sang et la lymphe. Les amastigotes seront soit phagocytés par de nouvelles cellules
réticuloendothéliales soit repris par 1’h6te invertébré , le phlébotome, lors d’un nouveau repas
sanguin (Fig. 6). [22]

Amastigote intracellulaire

Attachement Macrophage

Promastlgotes
meétacycliques

Promastigotes
procycliques

@/'

Prolifération dans l'intestin médian
Figure 6: le cycle évolutif de leishmania.

[23]
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3.5. Répartition géographique :
3.5.1. Dans le monde :

Leishmania est un parasite des zones intertropicales et tempérées chaudes, signalée dans
88 pays et répartis en 6 foyers : Méditerranéen, moyen orient, chinois, indien, africain et
centre et sud-américain. La prévalence de la maladie est estimée a 12 millions et I'incidence a
2 millions (1.5 millions de leishmanioses cutanees dont 90% en Algérie, Afghanistan, Arabie
Saoudite, Brésil, Iran, Pérou, Syrie et 500.000 leishmanioses viscérales dont 90% en Inde,
Népal, Bangladesh, Brésil et le Soudan) (Fig. 7). [24]

L'association de la Leishmaniose avec le VIH a été aussi rapportée dans 35 pays, avec la
plupart des cas en Europe du sud, ou 25-70% des patients adultes atteints de leishmaniose
viscérale (LV) sont co-infectés par le VIH. 1l a été estimé que 1.5-9% des patients infectés par
le VIH vont développer la Leishmaniose. Les interactions des deux maladies aggravent
chacune d'elles en accélérant I'apparition du SIDA et en raccourcissant I'espérance de vie des
personnes infectées par le VIH. [25]

e Le changement du profil épidémiologique des leishmanioses viscérale et cutanée :
augmentation du nombre de cas, extension geographique, émergence de nouveaux
foyers, éclosion d'épidémies sont rapportées dans des pays ou la co-infection
leishmaniose/VIH est rare (Algérie, Tunisie).

e Les leishmanioses sont des maladies émergentes chez les voyageurs. [26]

14
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LEISHMANIOSES

Figure 7: Répartition mondiale des zones d’endémies des leishmanioses cutanées,

muco-cutanées et viscérales.

[4]
(Source : Hamdman.2001)

3.5.2. En Algérie:

La LV méditerranéenne 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 semi-arides, foyers de la leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ)
(Fig. 8). [4]

La LCZ est la forme la plus rencontrée en Algérie. Elle correspond au clou de Biskra ou
et s’observe a I’état endémo-épidémique dans les régions arides et semi-arides,

principalement au niveau de la frange nord du Sahara (Fig. 9). [27]
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Cas de Leishmaniose Cutanée de 2000 a 2004 (Total = 45521)

Cas de LC Total par Wilaya

Figure 8: Cas de leishmaniose cutanée en Algérie.
[27]
(Source INSP)

Cas de Leishmaniose viscéralede 2000 a 2004 (Total = 715 )

Cas de LV Total par Wilaya
" | Moins de 2

20 et plus
Source INSP

Figure 9: Cas de leishmaniose viscéral en Algérie.
[27]
(Source INSP)
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4. Physiopathologie:

Les promastigotes métacycliques inoculés dans la peau au moment de la piqgdre
infectante sont phagocytés par des cellules hotes (macrophages, monocytes, neutrophiles,
cellules dendritiques). L’interaction des leishmanies et des cellules repose sur Ia
reconnaissance, a la face externe du parasite, de molécules de liaison par divers recepteurs
présents sur la membrane cellulaire (récepteurs de type lectine, récepteurs de la fibronectine,
de I’intégrine, du CR1 et du CR3). Parmi les molécules de liaison, le lipophosphoglycane

apparait de plus en plus comme la molécule clé de la virulence des Leishmania. [28]

A Tintérieur des cellules macrophagiques, les amastigotes sont localisés dans une
vacuole parasitophore de pH trés acide, dans laquelle ils survivent a la digestion par les
hydrolases lysosomales. [28]

Le parasitisme entraine dans le macrophage une baisse des capacités de production de
dérivés oxygénés et nitrogénés, complétant ainsi les mécanismes d’échappement des
Leishmania a la digestion cellulaire. [28]

Apres multiplication intracellulaire et éclatement de la cellule hote, les amastigotes
infectent localement de nouvelles cellules phagocytaires et éventuellement migrent vers
d’autres tissus. Les phénomenes inflammatoires et la réponse immunitaire spécifique
développés par [I’hdte peuvent circonscrire et maitriser 1’infection (porteurs
asymptomatiques). Chez les sujets susceptibles, la maladie se déclare apres plusieurs
semaines, ou quelques mois d’incubation. [28]

La persistance du parasite est probablement prolongée, méme apres résolution clinique
spontanée ou liée au traitement. Cette quiescence intracellulaire explique la possibilité de

réactivations tardives, en particulier en cas de déficit immunitaire acquis. [29]
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5. Clinique:

L’expression clinique dépend a la fois du tropisme des espéces de Leishmania et du
statut immunitaire de I’hote, ainsi que des modalités de sa réponse immunitaire.
Selon leur tropisme (Tableau 1), les Leishmania peuvent étre distinguées en especes a
tropisme pour les organes profonds (espéces viscérotropes : L. donovani et L. infantum) et
espéces a tropisme cutané (toutes les autres). L’espéce L. braziliensis présente en plus un

tropisme original pour les muqueuses de la face. [2]

D'aprés Banuls et al. (2007) : « Il apparait que les différentes formes cliniques sont
étroitement liées a la réponse immunitaire de I'n6te, spécialement a I'équilibre entre la réponse
cellulaire et la réponse humorale. La nature du pathogéne, particuliérement I'espece, semble
également étre un facteur important. Cependant, la maniére dont Leishmania est responsable
des pathologies et pourquoi les symptdmes cliniques sont si variables reste énigmatique ».
Ceci illustre le fait que de nombreux facteurs entrent en compte dans la genese de la
pathologie. [30]

5.1. Les Différents Aspects De Leishmaniose :

La localisation du parasite dans les divers organes du patient est directement liée au

tropisme des especes de Leishmania. On peut globalement distinguer 3 types de leishmaniose:

5.1.1. La Leishmaniose Viscérale: (LV)

Appelée également kala-azar (Inde) méditerranéenne (Algérie), est la forme la plus
grave de la maladie, avec une mortalité de presque 100% en I'absence de traitement. La forme
viscérale de la maladie est causée par différents complexes dont L. donovani dans le sub-
continent indien et en Afrique de I'Est et L. infantum dans le bassin méditerranéen et dans le

Nouveau Monde ( L. chagasi).

Cette forme ne se présente pas par un ulcére cutané. En effet, les parasites injectés lors
du repas sanguin du phlébotome sont ingérés par les phagocytes du systéeme réticulo-
endothélial mais ne restent pas au site de piqgdre. lls migrent plutdt vers les organes
lymphoides tels le foie, la rate et la moelle osseuse via les systemes sanguin et lymphatique.
La période d'incubation est d'une durée variable mais prend habituellement de 2 a 4 mois. Les

symptomes sont la fievre, les frissons, la nausée, l'eedéme facial, le saignement des
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muqueuses, la diarrhée et les difficultés respiratoires. La diminution du nombre de phagocytes
due a l'infection provoque la surproduction de phagocytes au détriment de la production de
globules rouges dans la rate et la moelle, ce qui entraine I'anémie et I'émaciation. A l'opposé,
le foie et la rate augmentent en volume (hépatosplénomégalie). La mort survient chez les
patients non-traités de 6 mois a quelques années suivant l'infection. La mort peut également

étre causee par des infections secondaires que le corps affaibli ne peut contréler (Fig.10). [31]

5.1.1.1. La Leishmaniose Viscérale Infantile (LVI):

La LV infantile prédomine dans le pourtour du bassin méditerranéen. Elle touche de
préférence le jeune enfant dans les tranches d’age situées entre 6 mois et 4 ans. L’OMS

déclare en 1990 que les enfants les plus touchés sont ages de 1 & 4 ans. [2]

5.1.2. La Leishmaniose Cutanée (LC):

« Bouton d’orient » C’est la forme la plus fréquente, elle correspond a des atteintes
exclusives de la peau, sans extension aux organes profonds ni aux muqueuses (Fig.10).

Les lésions cutanées sont, en général, localisées et sieégent le plus souvent au site
d’inoculation du parasite par le phlébotome. Une forme cutanée diffuse se développe plus
rarement résulte de la conjonction du parasitisme par certaines espéces avec un état d’énergie

du sujet héte (les sujets immunodéficients VIH ; GREFFES a une évolution spontanée fatale).

En général, les caractéristiques cliniques de la leishmaniose cutanée ne sont pas
uniformes dans toutes les régions ni méme a l’intérieur d’une région donnée, par suite de
différences touchant a 1’espéce parasitaire ou aux types zoonotiques en cause. En Algérie, la

leishmaniose cutanée comprend deux entités nosoépidémiologiques. [32]

5.1.2.1. La Leishmaniose Cutanée Zoonotique :

C'est une zoonose due a Leishmania major Mon 25, le parasite réalise une Iésion ulcéro-
crouteuse, parfois végétante. La lesion est unique ou multiple, siégeant au niveau des zones
découvertes (la face et les membres). Evolue pendant 4 a 6 mois vers la guérison spontanée au

prix d'une cicatrice indélébile. [33]
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5.1.2.2. La Leishmaniose Cutanée Du Nord :

Elle est due a Leishmania infantum, caractérisée par une lésion inflammatoire, le plus
souvent unique qui siége au niveau de la face. L'évolution est plus longue de 12 a 18 mois.
Dans la Wilaya de Ghardaia, Leishmania killicki appartenant au complexe tropica, a été isolée
au cours de I’année 2005. [34]

5.1.3. La Leishmaniose Cutanéo-Muqueuse:

La LCM ou « espundia » est une entité nosologique particuliére due principalement a
I’espéce L. braziliensis, largement répandue du sud du Mexique au nord de 1’Argentine.
Zoonose Selvatique, ses réservoirs sauvages demeurent mal connus. Cette affection évolue en
deux temps : une primo-invasion cutanée pouvant étre ultérieurement suivie par une atteinte

muqueuse secondaire (Fig.10). [2]

LCM LC

Figure 10: les trois formes cliniques de Leishmaniose.

[11]
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Leishmaniose

6. Diagnostic:

La variabilité dans les manifestations cliniques entraine, en l'absence de moyens

technologiques modernes, des difficultés a diagnostiquer de fagon simple la pathologie. [35]

Le diagnostic des leishmanioses il repose sur la mise en évidence du parasite, ou de son

acide désoxyribonucléique (ADN), et sur la recherche des traces immunologiques de

I’infection, anticorps circulants ou hypersensibilité retardée. Les possibilités diagnostiques

varient suivant la forme de leishmaniose en cause (Tableau3). [2]

Tableau 3: possibilités diagnostique selon la forme de leishmania.

Moelle osseuse Sang

Rate

Frottis .

Culture Culture

PCR PCR
Détection anti
corps

[2]

Bordure lésion

Frottis
Histopathologie
Culture

PCR

Hypersensibilité
retardée

Frottis
Histopathologie
Culture

PCR

Hypersensibilité
retardée

Le diagnostic de certitude repose sur la mise en évidence du parasite, ou de son ADN, a

partir du matériel récolté de facon variable suivant la forme de leishmaniose en cause. [2]
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> Préléevements:

o Dans la LV, c¢’est la ponction de moelle osseuse, pratiquée au sternum, ou a la
créte iliaque chez le jeune enfant, qui est la plus couramment utilisée. Le sang total, ou mieux
la couche leucocytaire, sont de plus en plus privilégiés pour la PCR ou la mise en culture chez
I’immunodéprimé, en raison du caractére peu invasif du prélévement. La recherche peut, chez
I’immunodéprimé, s’effectuer sur des prélevements de foie, ganglions lymphatiques,

mugqueuse digestive, liquide bronchioloalvéolaire. [2]

o Dans la LC, le prélévement se fait préférentiellement au niveau de la bordure
inflammatoire de la lésion. Il est pratiqué par grattage au vaccinostyle ou a la curette, ou par
carottage a 1’aide d’un tire-nerf utilisé en chirurgie dentaire, ou encore sur du matériel de
biopsie. [2]

o Dans la LCM, la lésion muqueuse est prélevée a la pince a biopsie. [2]

» Technigues de mise en évidence :

Le matériel obtenu peut étre étalé sur lame (frottis), mis en culture, fixé pour examen
histopathologique ou, de plus en plus couramment, soumis & une PCR. L’inoculation au

hamster ne se pratique plus qu’exceptionnellement. [2]

6.1. Diagnostic Parasitologique (en frottis):

Le frottis est coloré par la méthode panoptique courante de May-Grinwald-Giemsa. Les
parasites apparaissent sous forme amastigote, en général intracellulaires a 1’intérieur de
monocytes ; mais de nombreux parasites extracellulaires sont vus sur les frottis, en particulier
de Iésions cutanées. Le matériel de biopsie, aprés inclusion et coupe, peut étre coloré par une
technique de coloration classique, révélant la structure histologique du granulome, plus
rarement les parasites. 1l peut faire I’objet d’'un immunomarquage a I’aide d’un sérum de
souris anti-Leishmania conjugué a la peroxydase, qui facilite la détection du parasite (les

sérums ont une immunité croisée avec les diverses especes de Leishmania). [2]
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6.2. Diagnostic Moléculaire:

Bien que différentes méthodes moléculaires aient été successivement évaluées, ce sont
les techniques basees sur la PCR qui sont actuellement les plus utilisées. Leurs avantages en
effet résident dans leur trés grande sensibilité et leur spécificité théoriquement quasi absolue.
En outre, elles permettent de détecter I’ ADN parasitaire dans des échantillons ou des cultures
contaminées et offrent la possibilité de réaliser 1’identification de I’espéce de Leishmania en
cause. [2]

Le diagnostic moléculaire est appliqué aussi bien a la LV qu’a la LC Dans les deux cas,

il est plus sensible que les méthodes classiques de détection. [35] ; [36]

6.3. Diagnostic Immunologique:

La LV et la LCD s’accompagnent d’une réponse immunitaire humorale, avec apparition
de titres élevés d’anticorps circulants, qui peuvent toutefois faire défaut en cas
d’immunodépression.

Dans la LC et la LCM, la réponse immunitaire prépondérante est de type cellulaire, et

peut étre explorée par un test d’hypersensibilité retardée. [2]

7. Traitements:

7.1. Les Traitements Physiques:

Ce sont la cryothérapie, la thermothérapie, la chirurgie, I'électrothérapie, ou encore la
photothérapie. [33]

7.2. Les Traitements Medicamenteux:

Du nombre restreint de produits antileishmaniens disponibles, et qui sont de sur croit
anciens, toxiques et cotiteux. Enfin, I’existence de produits dont I’efficacité n’est pas prouvée
complique encore le probléme.

Le traitement des leishmanioses est dominé depuis les années 1920 par les dérivés
stibiés qui demeurent encore souvent des médicaments de premiére intention. Mais depuis

I’accroissement des cas de co-infection LV/sida et 1’apparition des résistances aux antimoniés,
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I’amphotéricine B, surtout sous sa forme liposomale, a tendance a leur disputer cette place. La
miltéfosine, premier antileishmanien oral disponible, s’est révélée trés efficace dans le
traitement de la LV en Inde, ou elle est devenue une alternative efficace. La pentamidine n’est
plus utilisée que dans certaines formes de LC. [2]

Le choix de traitement idéal dépend de plusieurs facteurs, parmi les quels la forme de la

maladie, les affections concomitantes, 1’espéce parasitaire et la situation géographique. [24]

7.2.1. Antimoniés Pentavalents:

Les principales molécules dans cette classe d'agents thérapeutiques sont I'antimoniate de
N-methylglucamine et le stibogluconate de sodium mis sur le marché en 1935. L’antimoniate
de méglumine (Glucantime®), qui contient 85 mg Sbv/ml est disponible en France, dans les
pays francophones et en Amérique du sud. Le stibogluconate de sodium (Pentostam®), a 100
mg Sbv/ml, est disponible dans les pays anglophones. Ce dernier sel d’antimoine est produit
depuis quelques années en Inde sous une forme générique.

Leur mode de fonctionnement c’est perturbe la bonne synthése d'ATP dans le parasite.
IIs sont administres quotidiennement par voie intramusculaire ou intraveineuse. Pour les
formes cutanées, I'OMS préconise 20 injections, et pour les formes viscérales ou
cutanéomuqueuses, une trentaine d'injections sont conseillées. Ce sont les traitements de

premiére intention dans de nombreux pays. [37]

7.2.2. Amphotéricine B:

Antibiotique polyénique isolé en 1955 d’un Streptomyces du sol, ’amphotéricine B est
un antifongique puissant utilisé dans le traitement des mycoses systémiques. Il représente un
antileishmanien puissant utilisé dans le traitement des leishmanioses graves (viscérales et
muqueuses) ou résistantes aux antimoniés.

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. [2]
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7.2.3. Amphotéricine B Complexée Avec Des Lipides :

Lorsqu’elle est complexée avec des lipides, I’amphotéricine B ne se dissocie pas dans la
circulation générale, d’ou elle est captée par les cellules du systtme des phagocytes
mononucléés. Elle s’accumule dans les tissus infectés et les cellules, en particulier les

macrophages, ce qui revient a une augmentation de I’index thérapeutique du produit. [2]

7.2.4. Pentamidine:

La pentamidine est une diamine aromatique synthétisée dés la fin des années 1930. A
I’heure actuelle, seul I’iséthionate de pentamidine, commercialisé sous le nom de
Pentacarinat®, est disponible. La pentamidine a été employée comme médicament alternatif
de la LV infantile, en cures alternées avec I’antimoniate de méglumine. Elle est aujourd’hui
seulement utilisée comme drogue de premiere intention dans le traitement de certaines formes
de LC. [2]

La pentamidine inhibe la synthése de I’ADN parasitaire par blocage de la thymidine
synthétase et par fixation de I’ARN de transfert. [33]

Le colt du traitement, le risque élevé de développer un diabéte sucré insulinodépendant et la

faible efficacité de cette substance ont limité son utilisation. [2]

7.2.5. Miltéfosine:

La miltéfosine ou hexadecylphosphocholine a dans un premier temps été développée
dans le domaine oncologique, et a obtenu une premiere AMM en France en 1997 pour le
traitement curatif des métastases cutanées du cancer du sein par voie locale (Miltex®). Son
activité par voie orale contre les leishmanioses est connue depuis les années 1980, et elle a été
mise sur le marché pour la premiere fois en Inde en 2002. [38] ; [39]

La miltéfosine agit sur les leishmanies en perturbant le métabolisme lipidique au niveau
de la membrane des parasites.

La miltéfosine est non seulement directement toxique pour les leishmanies, mais elle
stimule aussi 1’activation des macrophages et des cellules T, et la production des métabolites

de I’oxygene et du monoxyde d’azote. [40]
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8. Principaux Facteurs De Risque:

8.1. Conditions Socioéconomiques:

La pauvrete accroit le risque de leishmaniose. Les mauvaises conditions de logement et
les insuffisances de I’assainissement domestique (par exemple, absence de systéme de gestion
des déchets, égouts a ciel ouvert) favorisent le développement des sites de reproduction et de
repos des phlébotomes et augmentent les contacts avec I'nomme. Les phlébotomes sont attirés
par les repas de sang potentiels que leur offrent les logements surpeuplés. Les comportements
humains (par exemple, dormir dehors ou a méme le sol) sont également susceptibles

d'accroitre le risque, que modere I'utilisation de moustiquaires imprégnées d'insecticides. [41]

8.2. Malnutrition:

Les régimes alimentaires pauvres en protéines, en fer, en vitamine A et en zinc

augmentent la probabilité de voir I'infection évoluer en kala-azar. [41]

8.3. Mobilité de la population:

Les épidémies des deux principales formes de leishmaniose sont souvent associées aux
migrations et a l'arrivée de personnes non immunisées dans des zones ou il existe déja des
cycles de transmission. L'exposition professionnelle et I'intensification de la déforestation
restent des facteurs importants. Par exemple, les personnes qui s'installent dans des terres
autrefois boisées se rapprochent de I'nabitat du phlébotome, ce qui peut augmenter rapidement

le nombre de cas. [41]
8.4. Changements Environnementaux:
Plusieurs changements environnementaux peuvent influencer I'incidence de la

leishmaniose, dont 1'urbanisation, I’intégration du cycle de transmission dans 1’habitat humain

et I'empiétement des exploitations agricoles et des zones de peuplement sur les foréts. [41]
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8.5. Changement Climatique:

Les conditions climatiques jouent sur la leishmaniose, et I'évolution des précipitations,
des températures et de I’humidité a des répercussions importantes a cet égard. Le
réchauffement planétaire et la dégradation des terres modifient de plusieurs maniéres

I'épidémiologie de la leishmaniose. [41]
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Glucantime

1. Présentation:

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

utilisée au cours du traitement de la leishmaniose, il est sous forme d'une boite de 5 ampoules

de 5 ml correspondant a 1,5 gramme d'antimoniate de Méglumine, a reconstituer avec de I'eau

pour préparation injectable, a usage parentéral intramusculaire, intraveineux et intra

Iésionnel. [23]

—
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s

Figure 11: modéle d’une boite du Glucantime.

[42]

Nom : Antimoine, sels pentavalents.

Synonymes :
* Antimoniate de N-méthylglucamine

* Antimoniate de méglumine.
* Stibogluconate de sodium. [43]
Excipients:
- Eau ppi,
- Potassium disulfite,

- Sodium sulfite anhydre. [44]
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1.1. Classe Thérapeutique :

e Antiparasitaire.
e Anti-leishmanies.
e Anti protozoaires.

e Dérivés de I'antimoine. [43]

1.2. La Substance Active Est:

o Antimoniate de méglumine .......... 1,5000 g

o Quantité correspondante en antimoine .........0, 4050 g Pour une ampoule de 5 ml.

o Eau pour préparations injectables. [45]

1.3. Mode Et Voie(s) D'administration :

e Usage parentéral intra-musculaire.
e Intraveineux.

e Sous cutanéo (Intra-lésionnel). [31]

2. Structure Chimique:

- ™
COMNa® Gy Na' -Sh+-ﬂj
A 1 oo
e« T - HO—, pu——
‘0, | ;‘3"'1 N
N o __Sb.,_ ok, - e J OH MO~
HO o o0 oy O H
SH 0 OMNatH "b
H H OH H”"ﬁl
-,
sodivm stibagiveonate megiumine aptimoniate

Figure 12: La Structure chimique.

[46]

L'antimoniate de méglumine et le stibogluconate de Sodium ont une structure chimique
voisine.
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2.1. Formule Brute:

e Antimoniate de méglumine: C;H;gNOgSb.
e Stibogluconate de sodium: CgHgNa,OySh.[43]

2.2. Propriétés Physiques:

e Couleur: Antimoniate de méglumine: blanche.
e Forme: Cristaux.

e Poids moléculaire: Antimoniate de méglumine: 366gimole.

e Aspect : Solution limpid.[43]
e Description:
- Antimoniate de méglumine: odeur faible.
- Facilement soluble dans I'eau.
- Le pH de la solution obtenue est compris entre 6 et 7.
- Il estinsoluble dans I'alcool; I'éther et le chloroforme. [23]

o Stibogluconate de sodium: trés soluble dans I'eau; Insoluble dans I'alcool et
I'éther. [43]

» Conditions De Stockage:

> A l'abri de la chaleur & humidité. [23]
»  Le stibogluconate de sodium doit étre conservé a 25°C et
doit étre protégé de la lumiere. [43]

3. POSOLOGIE:

La posologie actuelle découlant des recommandations de Herwaldt et Berman et
adoptée par ’OMS est de 20 mg Sbv/kg/j, en cure de 20 jours dans la LC, de 28 jours dans la

LV et la LCM. Le produit est administré a doses progressives, pour atteindre la dose
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quotidienne complete le troisieme jour. La dose quotidienne peut étre administrée en une
seule injection ou fractionnée en deux. La cure peut étre répétée aprés un temps de repos.
Dans la LCM, une revue systématique de la littérature a montré que 1’antimoniate de
méglumine avait un taux de guérison d’environ 88 %, nettement supérieur au stibogluconate

de sodium. [2]

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

suivante:

Adultes : 60 mg/kg/jr avec une dose maximale de 100 mg/kg/jr.
Enfant: soit la demi-dose : 30 mg/kg/jr.
Cure pendant 15 jours: une injection IM/jr.

Y4 % de la dose totale le j1.

% % de la dose totale le j2.

e ¥4 %deladose totale le j3.

La dose totale le J4 pendant 30 j.

Arrét de 15 jr puis une deuxiéme cure pendant 30 j. [23]

4. Indication:

Le Glucantime s'utilise selon des schémas variables d'un pays a l'autre (I’espéce
parasitaire), a des doses plus ou moins fortes, mais toujours en cures, espacées de période de

repos destinées a assurer I'élimination de I'antimoine. [47]

32



Synthése Bibliographique Glucantime

4.1. Leishmaniose Viscérale:

Injection intramusculaire de 20 mg/kg/jour d'antimoine (soit 75 mg/kg/jour
d'antimoniate de meglumine), 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 14 jours.

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

quotidiennes. [48]

4.2. Leishmaniose Cutanée:

Au sein de l'ensemble hétérogéne des leishmanioses tégumentaires, les antimoniés
pentavalents par voie locale ou par voie générale occupent toujours une place essentielle
malgré le développement de nombreux produits plus récents. Leur utilisation et le taux de
guérison dépendent des formes cliniques et de I'espéce parasitaire. Les leishmanioses cutanées
localisées (LCL) de I'Ancien Monde due a Leishmania tropica et Leishmania major peuvent
bénéficier d'un traitement intra-lésionnel par une solution de Glucantime® diluée a 30% (300
mg/ml) en cas de lésions ou peu nombreuses. [48]

Le nombre d'injections (entre 2 et 10, espacées de quelques jours) et le volume injecté
(1 a 1,5 ml) dépendent de la taille de la lésion et de son évolution sous traitement. Il est
recommandé d'associer un anesthésique local en raison du caractere douloureux des
infiltrations. [48]

Chaque lésion doit étre traitée individuellement, les injections étant effectuées aux
quatre points cardinaux de la lésion jusqu'au blanchiment complet. La tolérance du traitement
est satisfaisante, La guérison est obtenue dans 75% des cas de leishmanioses tégumentaires de
I'Ancien Monde. [48]

4.3. Les Leishmanioses Cutanéo- Muqueuses:

LCM du Nouveau Monde nécessitent un traitement plus prolongé de 28 jours Le taux de
guérison obtenu varie de 10 a 75% suivant les pays et I'état d'avancement de l'infection.

Les leishmanioses cutanées diffuses (Leishmania aethiopica, Leishmania amazonensis),
classiqguement rebelles aux antimoniés, peuvent étre améliorées transitoirement par des cures

successives de Glucantime® par voie parentérale. [48]
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A l'exception des formes a Leishmania braziliensis et Leishmania amazonensis
Les injections au niveau des lésions ne doivent étre envisagées qu'au stade précoce.
L'infiltration doit étre profonde jusqu'a I'obtention d'un blanchiment complet a la base de la
Iésion. Un traitement par voie générale est nécessaire quand les Iésions sont trop nombreuses,
enflammeées, 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. [48]

5. Contre Indication:
Le Glucantime est contre indiqué en cas :

D’hypersensibilité a I'un des constituants (antécédent d'allergique)
D’insuffisances cardiaque ou hépatique.

D’insuffisance rénale séveére.

De tares cardiaques ou troubles de conduction.

De tuberculose pulmonaire.

De syndrome hémorragique.

N NN SR NEEN

Eviter pendant 1’allaitement en raison du passage dans le lait maternel. [43]
e (Grossesse:

L’innocuité du médicament pendant la grossesse n'est pas démontrée. Le traitement doit
étre cependant instauré sans délai vu que la leishmaniose viscérale est une maladie pouvant
étre fatale, mais il faut I’utilisé sous une surveillance permanente. [45]

e Allaitement:

Par prudence, éviter I'administration de ce médicament pendant l'allaitement. [45]

6. Mode Et Precautions D'administration:

La voie d’administration se fait par voie injectable, le patient doit étre hospitalisé
durant la période du traitement. [49]

6.1. Les Injections Intraveineuses:

Doivent étre réalisées lentement (5 minutes) avec des aiguilles de faible diamétre afin

de limiter le risque de thrombophlébite.
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Le caractére douloureux des injections peéri-lésionnelles est diminué par I'adjonction d'un
anesthésique local.
Des réactions cutanées locales a type de prurit ou dérythéme sont possibles,

exceptionnellement a type d'urticaire. [49]

6.2. Precautions D'emploi:

a. Avant de commencer le traitement :

eFaire un bilan pré-thérapeutique pour s’assurer que le patient ne présente aucune

pathologie qui peut s'aggraver par I'administration du Glucantime. [23]

Les bilans pré-thérapeutiques:

% Fonction rénale: urémie, créatinémie.

«» Chimie des urines.

>

R/
*

Fonction hépatique: TGO-TGP, phosphatase alcalines

X/

e Téléthoraxe.
» ECG.
< FNS.

% Bilan d'hémostase.[23]

e Les éventuelles carences en fer ou autres doivent étre corrigées. [45]

b. Durant la période du traitement :

e IL est tres important de surveiller les paramétres biologiques: LDH et Hb (indicateurs
d'’hémolyse), si le patient présente un taux élevé en ces deux parameétres on doit arréter le
traitement. [23]

e Une alimentation riche en protéines doit étre administrée pendant toute la durée du
traitement, celui-ci étant précedé si possible par La correction d'une de toute carence
spécifique. [31]

e En cas d'altération des fonctions cardiaque, hépatique ou rénale, les doses devront étre
diminuées. [47]
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7. Tolerance Du Produit:

o Habituellement bonne mais les accidents mortels reste possible, alors I'hospitalisation

est obligatoire et systématique.

La tolérance de cette molécule est variable d’un sujet a un autre et on décrit

classiquement deux tableaux d’intoxication au Glucantime® :

* la stibiointolérance.
* |a stibiointoxication. [23]

La stibiointolérance, d’apparition précoce et indépendante d’un surdosage, se
manifeste par des signes a type de décalage thermique, d’arthralgies, myalgies, de

vomissements, de toux quinteuse et de rashs cutanés isolés ou associés.[50]

La stibiointoxication survient, quant a elle, plus volontiers en fin de traitement, voire
méme apres 1’arrét de celui-ci. Les signes d’intoxication comportent une atteinte cardiaque,
hépatique, rénale, pancréatique et hématologique et la gravité de ces manifestations parait

d’avantage liée a la dose totale administrée. [51]

8. Interactions Médicamenteuses:

e Maédicaments qui contiennent de I'antimoine.

e Maédicaments qui prolongent l'intervalle QT. [47]

9. Effets Indésirables:

Maux de téte, Céphalées, Malaise général
Hémolyse
Eruption cutanée

Rash cutané et cedéme du visage.

YV V. V VYV V

Douleur abdominale.
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» Augmentation des enzymes hépatiques.

> Insuffisance rénale et hépatique. [52]

10. Caractéristiques Pharmacologiques :

10.1. Absorption:

L'absence d'absorption digestive de I'antimoniate de N-méthyl glucamine
(L'absorption par I'nomme de I'antimoine est faible) impose une injection par voie parentérale.
Aprés administration de 10 mg/Kg d'antimoine pentavalent, un pic sérique de 10 pl /ml est

atteint en quinze minutes. [53]

10.2. Distribution:

L'antimoine pénétre dans le corps par la circulation sanguine ou il se répartit
differemment suivant la valence. L'antimoine pentavalent serait sous forme chargée en
conditions biologiques. Le temps de distribution est de 51 minutes. [54]

e Aprés injection IV I'antimoine est distribué et stocké dans différents compartiments
corporels. 1l s'accumule dans les tissus mous vascularisés comme le foie et la rate
mais aussi au niveau des os.

e Chez I'hnomme, dans la population générale, I'antimoine est retrouvé dans les fluides et
tissus a de trés faibles concentrations, de I'ordre de 7 mg pour lI'ensemble du poids
corporel.

e L'antimoine est affin des résidus thiols (groupement SH). Ceci pourrait expliquer son
affinité pour I'némoglobine des globules rouges et sa toxicité, sans que ces derniers
soient bien compris. En effet, les groupes SH sont essentiels a la structure et a la

fonction des protéines. [55]

10.3. 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 vivo de ces

produits est due a une réduction en forme trivalente. [43]
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10.4. Demi- Vie Et Elimination:

Les antimonies pentavalent ont plus de concentration plasmatique que les trivalent,
parce que la plupart de la dose est excréte par I'urine dans 24 heures. Ils sont distribués dans
un volume de 0.22L/kg et élimines.

L'élimination urinaire est rapide, 50% dans les 6 heures et 80% dans les 24 heures qui

suivent l'injection. Elle peut étre incomplete, avec risque d'accumulation. [55]

10.5. Mode D'action:

Le mécanisme d'action de l'antimoine est mal connu, il présente une action inhibitrice
sur la synthése d'ATP, sur I'oxydation glycolytique et sur le métabolisme des acides gras du
parasite.

e On ne connait pas avec précision le mécanisme d'action d'antimoine pentavalent, mais
on pense que beaucoup des enzymes de la Leishmanie sont inhibés sélectivement,
inhibant la phosphofructoquinase avec un blocage subséquent de la production de

I'adénosine triphosphate. [52]

11. Toxicité:

Les signes de mauvaise tolérance aux sels pentavalents d'antimoine apparaissent a

partir de 30 mg/kg/injection et paraissent constants a partir de 40 mg/kg. [56]

11.1. Effets Cliniques:

11.1.1. Intoxications Aigues:

En cas de dose élevé:
* Atteintes hépatique.

* Rénal (insuffisance rénal algue).

Cardiaque (bradycardie, allongement de QT, aplatissement ou inversement du I'onde T)

» Hématopoiétique (anémie, agranulocytose).

Neurologie (polynévrites). [44] ; [57]
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11.1.2. Intoxications Chroniques:

On ne connait pas encore exactement les consequences d'une exposition faible répétée
ou continue (faible de longue durée) aux dérivés d'antimoine. Les études existantes se

contredisent et sont difficiles a interpréter. [58] ; [59]

12. Traitements:

IIs consistent en:
* Arrét du médicament dés qu'il y a apparition des signes de la stibio-intolérance.
* Traitement symptomatique des différentes perturbations.
* Maintien d'un équilibre hydro électrolytique.
 Correction d'un état de choc.
* Assistance respiratoire éventuelle.
* Traitement des troubles du rythme.

« Epuration extra rénale en cas d'insuffisance rénale. [60]

13. Resistance Aux Dérivés De L’antimoine :

Du fait de leur utilisation courante, avec un respect approximatif des posologies et des
recommandations de I’OMS, les souches de Leishmania résistantes aux dérivés d’antimoine
sont de plus en plus courantes, et peuvent atteindre jusqu’a 70% des patients, notamment en
Inde. Les mécanismes de résistances impliqués seraient une diminution de leur réduction en
antimoine trivalent, une diminution de la formation de complexes actifs avec des thiols, ou
encore une surexpression de deux protéines de membrane de la superfamille des transporteurs
ATP-binding cassette (ABC, actifs dans le phénomene de chimiorésistance multiple) : P-GPA

et MRP-1, qui provoquent I’évacuation du médicament par les cellules parasitées. [38] ; [61]
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1. Les Globules Rouges:

Les globules rouges sont des cellules anucléés dont le constituant essentiel est une
hémoprotéine de liaison de I'oxygene : I'némoglobine (environ 14,5 g / 100 ml). Le r6le
principal de ces cellules est d'assurer le transport de I'oxygene et du gaz carbonique entre les
alvéoles pulmonaires et les tissus. Il va subsister dans la circulation environ 120 jours grace

aux propriétés de la membrane qui lui permet de traverser les sinusoides les plus étroits. [62]

Le globule rouge qui a I'état normal a la forme d'un disque biconcave, peut facilement
se déformer et traverser des vaisseaux dont le calibre est inférieur a 3micro meétres. Cette
déformabilité, essentielle a sa survie dépend de la forme de la cellule et du rapport entre la

surface et le volume. [63]

Figure 13: la morphologie du globule rouge.

[64]

2. Particularité Du Globule Rouge:

L'absence de noyau implique 3 notions:
* Incapacité du systéme protéique (il n'existe pas d'ADN ni d'ARN).
* Donc un stock enzymatique et énergétique limité et prédéterminé.

 L'usure progressive et la disparition des constituants non renouvelables. [23]
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3. Le Métabolisme Energétique Du GR a Pour Roéle De:

e Maintenir en activité un systeme réducteur puissant NADH-NADPH. En effet ce
systeme est nécessaire pour que I'l-Ib soit protégé contre I'oxydation de ses
constituants (fer et globine). Dans ce systeme le NADH est fourni par la voie
principale de la glycolyse et le NADPH est fourni exclusivement par la voie
accessoire.

e Produire I'ATP : celui-ci est nécessaire au bon fonctionnement de la pompe Na/K+ et

par conséquent a I'équilibre osmotique du GR (lutte contre I'hyperhydratation). 1l est

fourni par la glycolyse essentiellement assurée par la voie principale. [65]

4. Composition De La Membrane Du Globule Rouge:

La membrane érythrocytaire désigne la bicouche phospholipidique, contenant les
protéines transmembranaires, et le squelette érythrocytaire, assemblage de protéines
entrelacées en mailles réguliéres et tapissant la face interne de la bicouche. Le squelette est en
parti responsable de la forme et de la déformabilité du globule rouge. Il comprend plusieurs

protéines dont la spectrine, I'ankyrine, I'actine et la protéine.

e La membrane est composée de 40 % de lipides, de 52 % de protéines et de 8 % de
glucides. [66]

E
Glucide .. .
Protéine péniphérigque .
C g ) e

Phospholipides

Protéines intramembranaires

Figure 14 : la structure de la membrane du globule rouge.

[67]
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4.1. Les Lipides:

Les lipides constituent la bicouche lipidique. Les lipides totaux représentent environ 44% des
membranes totales. Les principales constituantes sont les phospholipides (65 a 70% des lipides
totaux) et le cholestérol (20 a 25 %). Il existe en outre de faibles quantités d'acides gras libres et de

glycolipides dont certains sont porteurs d'antigénes de groupes sanguins. [68]

4.2. Phospholipides:

Ells est constituée de:

* lécithine (phosphatidylcholine), environ 30 %.

* phosphatidyl-éthanol amine, 27 %.

* sphingomyéline, 22 a 25 %.

* phosphatidyl-sérine et phosphatidyilinositol, 13,5 %.

* lysolécithine, 1,2 2 2,5 %.

» Acide phosphatidique et polyglycérol phosphatide, 2 %. [68]

4.3. Choléstérol:

Représente 20 a 25 % des lipides totaux. lls existent exclusivement sous forme libre
répartie régulierement dans la membrane. (diagnostic de la sphérocytose héréditaire par
cytométric en flux). [23]

4.4. Les Proteines Membranaires:

Les protéines de la membrane érythrocytaire sont classées en deux catégories: les
protéines dites intrinséques ou transmembranaires, parce gu'elles traversent de part en part la
double couche lipidique, et les protéines dites extrinseques, qui sont en dehors de celle-ci, a

I'extérieur ou a l'intérieur de la double couche de lipides. [69]

4.5. Les Protéines Extrinseques:

Les protéines extrinséques sont localisées en dehors de la bicouche phospholipidique et
sont ainsi soit entierement intracellulaire, soit entierement extracellulaire. Elles interagissent

avec la membrane, par des liaisons électrostatiques de types liaisons hydrogenes et liaisons de
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Van der Wals, au niveau de domaines caractéristiques de protéines transmembranaires ou de
lipides. Ces interactions étant faibles, elles sont rompues facilement par des variations de
forces ioniques et de pH. [65]

e La spectrine.

e L'ankyrine.

e Laprotéine 4.1.
e Laprotéine 4.2.
e Lactine.

e L'adducine.[70]

4.6. Les Protéines Transmembranaires:

Les protéines transmembranaires traversent les deux feuillets de la membrane. Ces
protéines sont liées de maniére stable a la membrane avec I’environnement hydrophobe de la
face interne de la membrane, par les acides aminés apolaires de leurs hélices o. Elles ne
peuvent ainsi étre séparées de la double couche phospholipidique (et donc étudiées) que par

I’action de détergents. [65]

e Laprotéine bande 3.

e Les glycophorines:

+ Glycophorine A.
4+ La glycophorine C. [70]

Glyconectine Ag oligosaccharidigue
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Figure 15: les protéines transmembranaires.

[71]
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5. LesPropriétés Physiques De La Membrane:

5.1. La Déformabilité:

Le globule rouge est un discocyte dans les gros vaisseaux, mais dans les capillaires a
diamétre inférieur a celui des discocytes (cordons de Billeroth de la rate de 3 W) il doit se
déformer ; il y a fragmentation mécanique, puis destruction des hématies, en cas de perte de

surface de la membrane ou précipités intra globulaires. [65]

5.1.1. Les Moyens D’études Sont Nombreux:

o Etude de lafiltrabilité (filtres millipores).

o Etude de la viscosité.

« Etude de la déformabilite individuelle & la micropipette de Rand.

o Attaque spécifique d’une protéine de membrane et étude de la déformabilité.

e Observations in vivo au microscope optique en chambre cutanée. [65]
5.1.2. Les Facteurs De La Déformabilité:

Sont divers : Viscosité du contenu du globule rouge, forme de celui-ci (sphérocytes
détruits lors du passage splénique), élasticité et résistance a la rupture de la membrane selon
I’état de ses protéines, métabolisme globulaire qui retentit sur ce dernier (la déformabilité
diminue avec l’dge de la cellule et sans doute I’épuisement de I’ATP), facteurs

extraglobulaires : rhéologiques, contact avec d’autres cellules, hyperosmolarité. [65]

6. Les Echanges Transmembranaires:

6.1. 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 mM).
[72].
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6.2. Transport Passifs:

A Travers des «pores» de la membrane suivant le gradient de concentration des ions. [72]

Echange des cations: Les échanges de cations demandent, pour leur plus grande part,

un mécanisme actif.

Les concentrations en Na+ et K+ intracellulaires sont maintenues par un systéeme
complexe de « pompes a sodium X' rejetant vers I'extérieur le sodium ayant pénétré
passivement dans I'érythrocyte et maintenant le K+ a l'intérieur de celui-ci. Ce
processus actif demande un apport eénergétique fourni essentiellement par I'ATP, il
agirait par une modification Conformationnelle 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. [73]

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 cété de la membrane. [74]

L'hémoglobine au pH cellulaire se comporte comme un anion et sa présence explique
la teneur en ions chlore et en ions CO3 1- plus faible dans le globule rouge que dans le
plasma. Surtout, I'némoglobine, par sa trés haute concentration, exerce une pression
oncotique qui, en I'absence d'un mécanisme régulateur maintient la concentration des
cations relativement basse par rapport au plasma, conduirait a un appel d'eau vers le

contenu cellulaire, a un gonflement de I'hématie et a la lyse osmotique. [75]
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Figure 16: les échanges transmembranaires.
[74]
7. Méthodes D'étude Des Globules Rouges:
Outre les techniques de numération des hématies et des réticulocytes, on mesure
également des paramétres moyens qui caractérisent la ou les populations érythrocytaires,

appelés constantes érythrocytaires, et on apprécie également la variation morphologique

individuelle (étude de la dispersion) par I'examen des hématies sur frottis colorés. [23]

7.1. Examen Des Hématies Sur frottis:

L'examen des hématies permet de repérer certaines anomalies morphologiques révélant des
modifications pathologiques. Ces anomalies peuvent affecter la taille, la forme ou la

coloration des hématies. [77]

7.2. Les Constantes Erythrocytaires:

Celles-ci sont obtenues a l'aide des trois mesures suivantes : le taux de I'némoglobine (mesuré

en gramme/Litre de sang), I'nématocrite et le nombre d'érythrocytes/L. [77]

Les constantes érythrocytaires sont: le volume globulaire moyen (VGM), la teneur

globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH) et la concentration globulaire moyenne en
hémoglobine (CGMH). [77]
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7.2.1. Le Volume Globulaire Moyen:

Le VGM rend compte de la taille moyenne des globules rouges. Il permet notamment le

diagnostic d’une anémie. Le taux normal du VGM est compris entre 80 et 95 fl. femto litres.

[77]

En Cas D’anomalie:

» Si le taux est trop bas, on parle d’une microcytose. Cette anomalie est typique d’une
anémie chronique causée par une carence en fer.
» Si le taux est trop ¢élevé, on parle cette fois d’une macrocytose. On la retrouve lors

d’une carence chronique en vitamine B12, en vitamine B9 ou en cas d’alcoolisme.

7.2.2. CGMH et TCMH:

e La CGMH (concentration globulaire moyenne en hémoglobine) correspond a la
quantité d'hémoglobine comprise dans 100 ml de globules rouges. Sa valeur normale
varie de 280 a 320 g/ ml. [65]

e La TCMH (teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine) correspond a la quantité

de moyenne de I'némoglobine comprise dans 1 globule rouge. [65]

En Cas D'anomalie :

» Ces deux valeurs n'ont pas grand intérét en terme de diagnostic. Un CCMH faible va
simplement confirmer une hypochromie (manque de fer). [77]
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Partie Pratique

1. Problématique:

Les leishmanioses sont des infections parasitaires communes a I'Homme et a certains
animaux, engendrées par un protozoaire flagellé, du genre leishmania.

En Algérie lI'antimoniate de méglumine reste le traitement de premiere intention de la
leishmaniose. Administré par voie parentérale, les effets toxiques dus a cette molécule sont

malheureusement tres fréquents en raison de la marge thérapeutique étroite de cette molécule.

2. Objectif:

Dans le cadre restreint de ce présent travail il s’agit d’étudier et d’évaluer une partie de
mécanisme de toxicité de I’antimoine de méglumine (Glucantime) in vitro sur le globule

rouge comme modele universel de cellule humaine par :
*d’une part les perturbations de la perméabilité membranaire notamment au Potassium

*d’autre part la lyse de globule rouge étape ultime de toxicité.
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Partie Pratique Matériels Et Méthodes

1. Type, Lieu Et Calendrier De L’étude:

C’est une ¢étude analytique prospective, elle s’est déroulée au niveau du service de
biochimie du laboratoire central du C.H.U Tlemcen durant une période de 6 mois depuis

Janvier jusqu’au mois de Juin de I’année 2017.

2. Population:
L’unité de base de cette étude est définie par un prélevement (témoin et test).

3. Criteres De Recrutement:

Un volontaire sain n’ayant pris aucun traitement et ne présentant aucun probleme

d’ordre hématologique.

4. Critéres D’extention:

Anémie - VGM allongé - sujet sans traitement.

5. (Criteres de jugement:

[K+] - [HB] - [LDH] - [Protéines].

6. Collecte Des Données:

Se fait a I’aide d’un support de formation comprenant trois parties :

> Identification : Le numéro et la date du prélévement.
» Les paramétres dosés pour 1’échantillon témoin (HB, K+, PROT, LDH).
» Les parameétres dosés pour I’échantillon test (HB, K+, PROT, LDH).
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7. Analyse des données:

La saisie et I’analyse des données collectées ont été effectuées par le logiciel
MICROSOFT OFFICE EXCEL 2010. Les graphes ont été également tracés par ce méme

logiciel.

8. Matériels du laboratoire:

v Centrifugeuse: utilisée pour centrifuger les échantillons pour séparer le culot

globulaire de surnageant.

Figure 17: Centrifugation.

v lonométre : Pour déterminer la concentration ionique du sang: sodium (Na),

potassium (K), chlore (Cl).

Figure 18: lonométre.
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v' Agitateur: pour I'homogénéisation des solutions.

Figure 19: Agitateur magnétique.

v" Vortex : Utilisé pour mieux mélanger les solutions de travail.

Figure 20: VVortex.

v’ Spectrophotometre:

Un spectrophotomeétre est un appareil qui permet de mesurer I'absorbance d'une solution
a une longueur d'onde donnée a fin de déterminer sa concentration. Selon la loi de

Beer-Lambert : A = €IC.

L’absorbance d'une solution est proportionnelle a la concentration des substances en

solution diluée,
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Figure 21: Spectrophotomeétre.

v Automate SIMENS Dimension Rxl Max®:

Figure 22: Automate SIMENS Dimension Rxl Max®.

8.1. Autres matériels:

= Les gants.

=  Tubes: EDTA, Tubes héparine, Tubes sec.

= Micropipette: 1000,200, 50, 100.

= Seringues 10 ml, coton, sparadrap, alcool, Béchers, pots stériles.
= FEtiquettes pour marquer les tubes.

=  Chronométre.
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9. Réactifs et solutions de travails:

Glucantime dilué (1/10).
Folin 1N,

¢ Biuret.

Solution de lavage glacée:

*

Pour préparer la solution de lavage on a mélangé: 150 m.mole/L de NaCl avec 2
m.mole/L de MgCI2. Elle doit étre conservée au frigo a 2-5°C, elle est instable a température

ambiante.

s Tampon PBS:

Tampon PBS: Tampon Phosphate Salin

Le tampon phosphate salin (souvent abrégé PBS, de l'anglais: phosphate buffered
saline), est une solution physiologique. Son pouvoir tampon repose sur le couple
dihydrogénophosphate / hydrogénophosphate (pKA= 7,2), qui est par ailleurs un des trois

grands mécanismes permettant le maintien du pH sanguin.

Pour la préparation de la solution tampon on a mélangeé les sels suivants : le phosphate

de sodium (10 mmole) avec du NaCl (140 mmole) et du MgCl, (2 mmole).

10. Préparation De L'échantillon:

Prélevement : On réalise un prélévement sur un volontaire sain a jeun a l'aide d'une seringue
de 10 ml.
» On partage ce volume sur 2 tubes:

1. 1 tube EDTA pour faire une FNS.

2. 1 tube héparine.
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> Préparation de suspension de travail:

* Centrifugation du tube hépariné pendant 10 minutes a 3000 tour/min.

» Aprés la centrifugation; a l'aide d'un marqueur on trace le niveau du plasma avant de

I'éliminer.
« Elimination du surnageant (plasma) a I'aide d'une micropipette.
* On récupere la suspension cellulaire qu'on va utiliser pour préparer la suspension de travail.

* A l'aide d'une micropipette; on ajoute une quantité suffisante de solution de lavage glacée

gu'on a déja préparé pour éliminer toute trace du plasma.

» Mélanger légérement le tube pour éviter I'némolyse mécanique.

* Centrifugation pendant 5 minutes pour que la solution de lavage ne se chauffe pas.

* Elimination du surnageant.

* On répéete le lavage une deuxieéme fois pour s'assurer de I'élimination totale du plasma.
* On ajoute le tampon PBS dans le méme tube.

* Mélanger doucement ——> c'est la suspension cellulaire mére de travail.

Préparation des suspensions cellulaires: On préléve a 1’aide d’une pipette

» 19.4ml T.PBS on ajoute 0.6 ml suspension mére.
» Au total on a un volume de 20 ml, c'est la solution fille de travail.
> On prépare 8 tubes (les points testes) correspondants au temps (TO min, T30min,

T45min, T90min) de dosage dont on va faire nos lectures.
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T0+G

> On prend deux béchers propres:

Dans le premier : 10 ml de solution fille.

Dans le deuxiéme : 10 ml de solution fille + 75 uL de Glucantime (dilué au 1/10) pour la 1*'

dose et 100pl pour la 2em dose.

e On pose les 2 béchers sur un agitateur magnétique et on lance le chronometre.

» A chaque point test : on préléve de chaque bécher 2 ml de suspension cellulaire puis

on ajoute 3 ml de solution de lavage dans les 8 tubes déja préparés.

YV V V V

Vortex.

+ Détermination De La Concentration Du LDH:

Centrifugation pendant 5 minutes a vitesse maximale.
En récupére le surnageant pour faire le dosage d’hémoglobine.

Apres on récupére le culot dans 1 ml de I'eau distillée.

Principe de la méthode :

En guise de substrat, la méthode LDH 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

du NADH qui absorbe a 340nm. La concentration d’activité¢ de la lactate déshydrogénase est
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mesurée en tant que reaction cinétique a 340/700nm, proportionnelle a la quantité de lactate

déshydrogénase présente dans 1’échantillon.

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

sur le systéme de chimie clinique Dimension®.

Aprés avoir vortexer les tubes a l'aide d'une micropipette on préleve 50ul de la
suspension cellulaire correspondant au 8 tubes dans la premiere partie et on ajout 450 pl de
I’eau distillée on va faire la lecteur dans LDH automate.

+ Détermination De La Concentration Du Potassium:

Apre lyse le culot — lecture par I’ionogramme.

+ Détermination De La Concentration Des Protéines Totales:

Préparation du blanc:

Par méthode de Lowry:

1ml de Biuret+200 pl d'eau distillée en attende 20 min apre on ajoute 150 pL de

folin (IN) en attende 20 min > lecture & 730 nm.

Préparation des échantillons:

On procéde sur les mémes échantillons témoins (TO/T30/T45/T90) et échantillons avec
Glucantime (TO+G/T30+G/T45+G/T90+G):

1 ml de Biuret+ 200 ul echantillon en attende 20 min apre on ajoute 150 pl de folin
(IN) enattende 30 min ——,  lecture a 730 nm.
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+ Détermination De La Concentration D'hémoglobine:

On répete les mémes étapes que l'experience précédente: Apres préparation des 2
béchers : suspension témoin et suspension avec Glucantime, on prépare 8 tubes correspondant
au 4 temps (TOmin, T30min, T45min, T90min) de dosage dont on va faire nos lectures. On
récupére le surnageant ou on va faire la lecture des concentrations dans le spectrophotometre
a 540 nm.
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Résultats

Toutes les expériences ont été réalisées dans les mémes conditions de travail; en

milieu tamponné TPBS PH=7.4 et a T° ambiante.

Les résultats de nos tests et les valeurs qu'on a trouvés sont démontrés dans les graphes

suivants en fonction du temps.

1. Les tests a dose =75ul:

A. LDH:

[LDH] U/L

100

80

60

40

20

comparaison des concentrations de

[LDH]
= —> 0&.
O—T
\.
=¢=—Sans G
=i=avec G

t0 t30 t45 t90

Figure 23: Test 01 [LDH]
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[LDH] U/L

100

80

60

40

20

comparaison des concentrations de

[LDH]
F ‘
B— +4 \-
=@—Sans G
=fll—avec G

t0 t30 t45 t90

Figure 24: Test 02 [LDH]

[LDH] U/L

100
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60
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20

comparaison des concentrations des
[LDH]
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== Avec G

t0 t30 t45 t90

Figure 25: Test 03 [LDH]
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Résultats

comparaison des concentrations des

[LDH]
100
0 [ ———p———
S 60
= =@=1sans G
2. 40 == avec G
20
0
t0 130 t45 190
Figure 26: Test 04 [LDH]
comparaison des concentrations de
[LDH]
100
80 ——e —
— F
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= =®=s5ans G
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Figure 27: Test 05 [LDH]
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[LDH] U/L

100
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comparaison des concentrations de

[LDH]
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== avec G
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Figure 28: Test 06 [LDH]

[LDH] U/L

comparaison des concentrations de LDH
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Figure 29: Test 07 [LDH]
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[LDH] U/L

100
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comparaison des concentrations des
[LDH]
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Figure 30: Test 08 [LDH]

[LDH] U/L

comparaison des concentrations de LDH

100

80

60

40

20

—

=®=1sans G

== avec G

T0 T30 T45 T90

Figure 31: Test 09 [LDH]
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Résultats

[LDH] U/L

comparaison des concentrations de LDH
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Figure 32: Test 10 [LDH]
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A TO: on a remarqué que la concentration intracellulaire du LDH est pratiquement la

méme dans les deux suspensions cellulaires.

A T30 et apreés 45 minutes on a remarqueé que la concentration intracellulaire en LDH
a nettement diminuée dans la suspension cellulaire qui est au contact avec la molécule par

rapport a TO.

A T90, la concentration intracellulaire du LDH a encore diminué dans les deux
suspensions cellulaires et cette diminution est beaucoup plus dans celle qui contient la

molécule.
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B. Les protéi

nes totales:

comparaison des concentrations des
protéines totales
2,5
o, § ——— o
2
bo
- 15
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5
= 0,5
0
t0 t30 t45 190
Figure 33: Test 01 [protéines]
comparaison des concentrations des
protéines totales
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Figure 34: Test 02 [protéines]
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Résultats

comparaison des concentrations des

protéines totales
1,4

1,2 —?‘é_‘
1
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0,2

0

t0 t30 t45 t90

Figure 35: Test 03 [protéines]
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Figure 36: Test 04 [protéines]
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comparaison des concentrations des
protéines totales
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Figure 37: Test 05 [protéines]
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On a remarqué que méme pour les protéines cellulaires la concentration diminue au
cours du temps, cette baisse du taux de protéines cellulaires est toujours plus nette pour la
suspension cellulaire qui contient la molécule.
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Résultats

C. Potassium :

comparaison des concentrations de

[k+]
04
R —————
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£
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0
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Figure 38: Test 01 [K+]
comparaison des concentrations de
[k+]
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Figure 39: Test 02 [K+]
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Résultats

comparaison des concentrations de
[k+]

0,4
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Figure 40: Test 03 [K+]
comparaison des concentrations de
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Figure 41: Test 04 [K+]
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0,4
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0,2
0,15
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0,05
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comparaison des concentrations de
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Figure 42: Test 05 [K+]
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Figure 43: Test 06 [K+]
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A TO: on a remarqué que la concentration intracellulaire du potassium est pratiquement

la méme dans les deux suspensions cellulaires.

A T30 et aprés 45 minutes on a remarqué que la concentration intracellulaire en
potassium a nettement diminuée dans la suspension cellulaire qui est au contact avec la

molécule par rapport a TO.

A T90, la concentration intracellulaire du potassium a encore diminué dans les deux
suspensions cellulaires et cette diminution est beaucoup plus dans celle qui contient la

molécule.
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Résultats

D. Hémoglobine:

Calcule le taux de HB dans 2ml de suspension cellulaire.

Le pourcentage d’hémolyse:

0.26 : c’est I’hémolyse totale
0.26 —, 100%

HB—— %

e Pourcentage d’hémolyse des testes:

Tableau 4:_Pourcentage D’hémolyse Des Testes.

T30 T30 T45 T45 T90
Sans G Avec G Sans G Avec G Sans G

T90
Avec G
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comparaison des concentrations de
[HB]
0,14
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Figure 44: Test 01 [HB]
comparaison des concentrations de
[HB]
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Figure 45: Test 02 [HB]
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comparaison des concentrations de
[HB]
0,12
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Figure 46: Test 03 [HB]
comparaison des concentrations de
[HB]
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Figure 47: Test 04 [HB]
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comparaison des concentrations de
[HB]
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Figure 48: Test 05 [HB]
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A TO on a remarqué que la concentration d'hémoglobine extracellulaire n'a pas changé

dans les deux suspensions avec et sans G.

A T 30 et aprés T45 on a remarqué que la concentration d'hémoglobine extracellulaire
a augmenté par rapport a TO, cette augmentation est plus remarquable pour la suspension

qui contient la molécule.

A T90, les concentrations ont beaucoup plus augmenté pour la suspension cellulaire qui

contient la molécule.
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Résultats

2. Les tests a dose = 100ul :

A. LDH :
comparaison des concentrations de
[LDH]
100
30 \k‘ ¢ —e
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Figure 49: Test 01 [LDH]
comparaison des concentrations de
[LDH]
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Figure 50: Test 02 [LDH]
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[LDH]U/L

comparaison des concentrations de

[LDH]
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Figure 51: Test 03 [LDH]
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Figure 52: Test 04[LDH]
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comparaison des concentrations de

[LDH]
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Figure 53: Test 05 [LDH]
comparaison des concentrations de
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Figure 54: Test 06 [LDH]
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A TO: on a remarqué que la concentration intracellulaire du LDH est pratiquement la

méme dans les deux suspensions cellulaires.

A T30 et apreés 45 minutes on a remarqueé que la concentration intracellulaire en LDH

a diminuée dans la suspension cellulaire qui est au contact avec la molécule par rapport a TO.

A T90, la concentration intracellulaire du LDH a encore diminué dans les deux
suspensions cellulaires et cette diminution est beaucoup plus dans celle qui contient la

molécule.
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B. Protéines totales:
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.
e

Se——

t0 t30 t45 t90

comparaison des concentrations des

=—@=sans G
=fi=avec G

Figure 55: Test 01 [protéines]
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Figure 56: Test 02 [protéines]
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comparaison des concentrations des
Protéines totales
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Figure 57 : Test 03 [protéines]
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Figure 58: Test 04 [protéines]
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On a remarqué que méme pour les protéines cellulaires la concentration diminue au
cours du temps, cette baisse du taux de protéines cellulaires est toujours plus nette pour la

suspension cellulaire qui contient la molécule.
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C. Potassium:

comparaison des concentrations de
[K+]
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Figure 59: Test 01 [K+]
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Figure 60: Test 02 [K+]
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comparaison des concentrations de
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Figure 61: Test 03 [K+]
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Figure 62: Test 04 [K+]
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comparaison des concentrations de
[K+]
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Figure 63: Test 05 [K+]
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A TO: on a remarqué que la concentration intracellulaire du potassium est pratiqguement

la méme dans les deux suspensions cellulaires.

A T30 et aprés 45 minutes on a remarqué que la concentration intracellulaire en
potassium a diminuée dans la suspension cellulaire qui est au contact avec la molécule par

rapport a TO.

A T90, la concentration intracellulaire du potassium a encore diminué dans les deux
suspensions cellulaires et cette diminution est beaucoup plus dans celle qui contient la

molécule.
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D. Hémoqglobine:

comparaison des concentrations de

[HB]
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Figure 64: Test 01 [HB]
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Figure 65: Test 02 [HB]
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Figure 66: Test 03 [HB]
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Figure 67: Test 04 [HB]
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comparaison des concentrations de
[HB]
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Figure 68: Test 05 [HB]
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A TO on a remarque que la concentration d'hémoglobine extracellulaire n'a pas changé

dans les deux suspensions avec et sans G.

A T 30 et aprés T45 on a remarqué que la concentration d’hémoglobine extracellulaire
a augmenté par rapport a TO, cette augmentation est plus remarquable pour la suspension

qui contient la molécule.

A T90, les concentrations ont beaucoup plus augmenté pour la suspension cellulaire qui

contient la molécule
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3. Comparaison Entre La Dose 75ul Et La Dose 100pl:

A. LDH:
comparaison dose 75ul / dose 100pl
90
70 N ‘\‘_‘-
_, 60
E o \\‘ =f=temoin
3 40 —@—dose 754l
~ 30 —#—dose100yl
20
10
0
t0 t30 t45 t90
Figure 69: comparaison lere dose / 2eme dose.
B. Protéines totales:
C.
comparaison dose75ul/ dose 100ul
2,5
, O —~— —
5 —0
=
.5. 1,5 == temoin
ﬂ:_:_-: . =fli=dose 75ul
g == dosel100ul
0,5
0
t0 t30 t45 t90

Figure 70: comparaison lere dose / 2eme dose
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C. Potassium:

comparaison dose 75ul / dose 100ul

0,35

0,25
N\

g 0,2 '\.V =f=temoin
£ 0,15 =i—dose 75yl
& o1 —4—dose100yl
0,05
0

t0 t30 t45 t90

Figure 71: comparaison lere dose / 2eme dose

D. Hémoglobine:

comparaison dose 75ul / dose 100pl
0,14
0,12
0,1
% 0,08 =¢=temoin
'§ 0,06 & ‘/ =li=dose 75ul
0,04 ==dose 100pl
0,02
0
t0 t30 t45 t90

Figure 72: comparaison lere dose / 2eme dose
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Partie Pratique Résultats

La comparaison entre la premiére dose (75ul) et la deuxieme dose (100ul) nous a
montré qu'il y a une grande différence pour la concentration intracellulaire en K+, HB, LDH
et protéines.
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Partie Pratique Discussion

Notre travail a démontré a 1’échelle moléculaire la toxicité du Glucantime a des doses
thérapeutiques, en effet la molécule agit soit en bloquant la pompe k+/ Na+ ATPase, soit en

lysant la membrane du globule rouge soit les deux.

Pour la dose 75 pul on a remarqué une nette diminution de la concentration de LDH au

cours du temps, qui peut étre expliquée par une lyse de la membrane du globule rouge.

On a remarqué que méme pour les protéines cellulaires la concentration diminue au
cours du temps, Cette diminution du taux des protéines cellulaires peut s'expliquée par la
lyse membranaire d'érythrocyte ce qui a favorisé la sortie des protéines.

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.

Pour la suspension sans Glucantime, il y a une légére diminution de la concentration
s'explique par I'hnémolyse mécanique au cours de la manipulation et au cours de I'agitation
mécanique.

L’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.

D'apres les résultats, on remarque que le taux d'hémolyse dans les suspensions
cellulaires qui contient la molécule est plus augmenté par rapport a la suspension cellulaire
témoin, aprés 30 minutes le taux moyen d'’hémolyse été 25%, et il a continué d'augmenter

apres 45 minutes et 90 minutes (35 % des cellules sont hémolysées).

Et pour la dose100ul, la diminution des concentrations des différents paramétres (K+,
LDH, protéines, HB) en fonction du temps est plus remarquable dans la suspension qui
contient la molécule.

Donc:

La sortie du potassium peut étre due soit a I'inhibition de la pompe K+/Na+ ATPase,
soit a une lyse de la membrane cellulaire soit les deux actions a la fois.

La diminution du taux du LDH peut étre expliquée par une lyse de la membrane du globule
rouge.

Pour la suspension sans G, la méme explication que la précédente: la diminution de la
concentration s'explique par I'hémolyse mécanique au cours de la manipulation et au cours de

I'agitation mécanique.
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La comparaison entre la premiére dose 75ul et la deuxiéme dose 100ul nous a montré
qu'il y a une grande différence pour les concentrations des différents paramétres (K+, LDH,
protéines, Hb).

Au moment d'administration de la molécule, la concentration en potassium et en LDH et HB
et Protéines était presque la méme pour les deux suspensions cellulaires (témoin et avec la
molécule) et pour les deux doses (75ul et 100ul). Alors on constate que le Glucantime n'a pas
une action direct dés son contacte avec la suspension cellulaire. Donc en augmente la dose la
toxicité de la molécule augmente.

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)

Cela veut dire que le Glucantime a un effet toxique sur le globule rouge:

> Soit en agissant sur la pompe Na+/K+ ATPase, en inhibant la synthese d'ATP. Pas
d'énergie donc la pompe ne fonctionne plus. le potassium intracellulaire va sortir par
diffusion suivit par l'entrée du sodium et de I'eau a travers les pores ioniques Par
conséquent I'entrée progressive du sodium et H+ provoque une turgescence, puis une
lyse de la membrane érythrocytaire et la perte du contenu cellulaire.

» Soit en agissant directement sur la membrane provoquant une lyse de celle-ci.

> Soit les deux (la pompe et la lyse).

Nos résultats sont comparables a ceux trouvés par Mr.belhachem A et son collégue

Mr.mansour benaouf Y. fait durant I'année 2013 au CHU de Tlemcen.

Leurs résultats ont démontrés que la molécule agit en lysant la mb d’érythrocytes. Et on
bloguant la pompe Na+/K+ ATPase se qui favorise la sortie du LDH, K+, HB, Protéines.

La lyse était plus importante avec la dose la plus élevée avec sortie du K+, du LDH, du
HB et du Protéines et que cette lyse est proportionnelle a la dose du Glucantime administree.
[23]
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Conclusion

Malgré les effets toxiques de la molécule, le Glucantime® reste le traitement de 1%
intension et conserve une place essentielle dans la majorité des régions endéemiques pour les
leishmanioses (Algérie, Tunisie, Maroc). Mais La toxicité hémolytique sévere de cette
molécule fait discuter son indication thérapeutique de premiére intention dans le traitement

de la leishmaniose en Algérie.

Vue la toxicité du Glucantime I'OMS a abandonné ['utilisation des antimoniés en
premiére intention dans certains pays (USA) a la faveur dautre molécule comme
I'amphotéricine B, Toute fois nos résultats ne peuvent étre comparés avec ceux des autres
études, en raison des conditions expérimentales 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 effets toxiques de la molécule qui reste confirmer par une
répétition de nombre encore plus élevé d’expérience en espérent de trouvé une dose moins

toxique tout gardent la sensibilité de la molécule.
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