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 : الملخص

العلاج النوعً للعدوى الفطرٌة الجهازٌة ، ولكن تشكل الجزٌئات التفاعلٌة مع الأكسجٌن ٌقلل من كفاءة ( AmBالأمفوترٌسٌن ب ) مثلٌ
 واستقرار هذا الجزيء.

 توكوفٌرول. αالأمفوترٌسٌن ب مع بعض جزٌئات مضادات الأكسدة، حمض الأسكوربٌك و الهدف من عملنا هو المساهمة فً فهم آلٌة عمل 

مٌكروغرام /  3.102بتركٌزات نهائٌة تبلغ  ةتوكوفٌرول المستخدم αمركب الأمفوترٌسٌن ب مع حمض الأسكوربٌك و  تشٌر نتائج دراسة
مٌة تجاه السوالتقلٌل من نسبة  Candida albicansتجاه  للفطرٌاتالمضاد  هدة نشاطزٌا مٌكروغرام / مل علً التوالً ، الً  11مل و 

 .خلاٌا الدم الحمراء البشرٌة

توكوفٌرول على النشاط التأكسدي للأمفوترٌسٌن ب انخفاضًا فً  αبالإضافة إلى ذلك ، أظهرت النتائج المتعلقة بتأثٌر حامض الأسكوربٌك و 

 . استقراره الجزٌئً و ( المتكونةsr-TBAرٌك )مستوى المواد المتفاعلة مع حمض الثٌوباربٌتو

 .سمحت لنا هذه النتائج بإنشاء مركب فعال وأقل سمٌة هدفه الرئٌسً هو زٌادة المؤشر العلاجً للأمفوترٌسٌن ب
 

 الدهنٌة.، الفعالٌة ، السمٌة الخلوٌة ، الأكسدة ض الأسكوربٌك ، ألفا توكوفٌرول أمفوتٌرٌسٌن ب ، حم :الكلمات المفتاحية

 
Résumé : 

L'amphotéricine B (AmB) reste le traitement standard des infections fongiques systémiques mais 
la formation d'espèces réactives de l'oxygène réduit l'efficacité et la stabilité de cette molécule. 

L’objectif de notre travail est une contribution à la compréhension du mécanisme d’action de 
l’amphotéricine B complexée à deux molécules antioxydantes, l’acide ascorbique et l’α tocophérol. 

La complexation de l’amphotéricine B à l’acide ascorbique et l’α tocophérol utilisés à des 
concentrations finales respectives de 3.102µg/mL et 16µg/mL, augmente son activité antifongique 
vis-à-vis de Candida albicans et réduit sa cytotoxicité vis-à-vis des globules rouges humains. De 
plus, les résultats relatifs à l’effet de l’acide ascorbique et l’α tocophérol sur l’activité peroxydative 
de l’amphotéricine B ont révélé une diminution du taux des substances réactives à l’acide 
thiobarbiturique (sr-TBA) formé dans le milieu réactionnel de l'antifongique tout en maintenant sa 
stabilité moléculaire. 

Ces résultats nous ont permis de mettre en place un complexe efficace et moins toxique dont le 
but principal est d’augmenter l’index thérapeutique de l’amphotéricine B. 

 
Mots clés : Amphotéricine B, Acide ascorbique, α tocophérol, Efficacité, Cytotoxicité, 
Peroxydation lipidique. 

 
Abstract:  

Amphotericin B (AmB) remains the standard treatment for systemic fungal infections, but the 
formation of reactive oxygen species reduces the efficiency and stability of this molecule. 

The objective of our work is to contribute to understanding the mechanism of action of 
amphotericin B complexed to two antioxidant molecules, ascorbic acid and α tocopherol. 

The complexation of amphotericin B with ascorbic acid and α tocopherol used at respective final 
concentrations of 3.102µg / mL and 16µg / mL, increases its antifungal activity against Candida 
albicans and reduces its cytotoxicity against -to human red blood cells. In addition, the results 
relating to the effect of ascorbic acid and α tocopherol on the peroxidative activity of amphotericin 
B revealed a decrease in the level of substances reactive to thiobarbituric acid (sr-TBA) formed in 
the reaction medium of the antifungal while maintaining its molecular stability. 

These results allowed us to set up an effective and less toxic complex whose main goal is to 
increase the therapeutic index of amphotericin B. 

 
Key words: Amphotericin B, Ascorbic acid, α-tocopherol, Efficacy, Cytotoxicity, Lipid peroxidation. 
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Les infections fongiques systémiques ou invasives sont des pathologies graves 

responsables d’une importante mortalité surtout chez les patients immunodéprimés. 

La prise en charge de ces mycoses est basée essentiellement sur l’utilisation de 

l'amphotéricine B, antifongique polyènique, découvert en 1956. Les atouts majeurs 

de cet antifongique sont, son large spectre d’action,  son excellente activité fongicide  

qui limite  l’émergence  des  résistances et le faible taux d’apparition de souches 

résistantes (Legrand et al., 2015). 

Bien que l'amphotéricine B soit une molécule très active, son utilisation est limitée 

par des problèmes de solubilité, de stabilité et d'absorption, ce qui est à l’origine 

d’une toxicité très sévère vis-à-vis des cellules animales hôtes. 

La toxicité rénale est la complication majeure liée à l'utilisation de cet antifongique. 

Elle se traduit sur le plan clinique par une diminution de la filtration glomérulaire et 

une atteinte tubulaire qui conduit à un déséquilibre du flux plasmatique (Benbella et 

al., 2016). 

Cette cytotoxicité est liée principalement au mécanisme d'action traditionnel de 

l’amphotéricine qui est basé sur son interaction avec les stérols membranaires à 

savoir l'ergostérol des levures et fongi et le cholestérol des cellules animales qui sont 

deux analogues structuraux. L'amphotéricine B présente alors une plus grande 

affinité pour l'ergostérol des cellules fongiques (Gaboriau et al., 1997). 

L'effet toxique de l’amphotéricine B s'exprime également par la production des 

espèces réactives de l’oxygène, principale cause de la peroxydation lipidique au 

niveau des membranes plasmiques, ce qui induit une augmentation de la sensibilité 

des cellules des mammifères au choc osmotique (Czernel et al., 2016).  

En effet, les premiers travaux d’Andrews et al., (1977) ainsi que ceux de          

Beggs et al., (1978), ont montré que l’addition d’antioxydants tels que le n-propyl 

gallate, l’hydroxytoluène butylé et l’acide D-α-tocophérol succinate, protègent 

l’amphotéricine B contre son auto-dégradation et préservent ainsi son activité 

antifongique vis-à-vis des levures responsables de pathologies humaines telle que 

Candida albicans. 

Par ailleurs, Brajtburg et al., (1985) et Sokol-Anderson et al., (1986), ont mis en 

évidence l’effet protecteur de la catalase contre les dommages oxydatifs induits par 

l’amphotéricine B sur les membranes des érythrocytes humains.  
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De plus, Ferreira et al., (2013) ont révélé que  la production des espèces réactives 

de l’oxygène augmente l'efficacité de l’amphotéricine B vis-à-vis de Candida 

albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, 

Cryptococcus neoformans et Cryptococcus gattii. 

De ce fait, l'amélioration de l'index thérapeutique de l’amphotéricine B via sa 

complexation à des molécules antioxydantes, semble être une approche 

prometteuse et peu onéreuse en raison de leurs disponibilités, leurs activités     

anti-radicalaires et leurs toxicités négligées afin d’obtenir une formulation efficace, 

stable et moins toxique.  

Partant de ces données et pour mieux comprendre le mécanisme d’action de 

l’amphotéricine B, nous avons entrepris cette étude qui a porté sur l'évaluation de 

l'efficacité et de la cytotoxicité de cet antifongique seul et complexé à deux molécules 

antioxydantes, l’acide ascorbique (vitamine C) et l’α-tocophérol (vitamine E). 

Afin d'atteindre ces objectifs, nous avons :   

- Evaluer l’effet de ces deux vitamines sur l’efficacité de l’amphotéricine B vis-à-vis 

de Candida albicans ATCC10231 par la mesure de la croissance en réalisant un 

dénombrement des levures sur cellule de Thoma et vérification de leurs  

morphologies au cours de la croissance par microscopie électronique à balayage. 

- Evaluer l’effet de l’acide ascorbique et de l’α tocophérol sur la cytotoxicité de 

l'amphotéricine B vis-à-vis des globules rouges humains par  la mesure de la fuite de 

l'hémoglobine intracellulaire. 

- Etudier l’effet de ces deux molécules antioxydantes sur l’activité peroxydative de 

l’amphotéricine B par la mesure des produits primaires (dosage des hydroperoxydes 

et des diènes conjugués) et le dosage spectroscopique des substances réactives à 

l’acide thiobarbiturique (sr-TBA) qui permet de mesurer les produits secondaires de 

la réaction d’oxydation des lipides.  
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L’amphotéricine B (AmB) est un antifongique, produit par fermentation d’un 

actinomycète du sol Streptomyces nodosus. Elle se présente sous forme de poudre 

jaune instable, insoluble dans l’eau, peu soluble dans les solvants organiques 

apolaires comme l'éther de pétrole, et soluble dans les solvants organiques polaires 

tels que le diméthylsulfoxide (DMSO) et le diméthylformamide (DMF) (Falcón-

González et al., 2017). 

Sa structure chimique a été établie en 1970. C'est un antifongique de la famille des 

polyènes comportant 47 atomes de carbone et un cycle macrolactone lié à une 

mycosamine par une liaison β-glycosidique au carbone n°19. L'amphotéricine B est 

caractérisée par une partie hydrophobe formée d’un groupement chromophore 

composé de sept doubles liaisons conjuguées en configuration trans et une partie 

hydrophile, constituée de sept groupements hydroxyles et une fonction carboxylique 

sur le carbone  n°16 ce qui lui confère un caractère amphiphile (Gagoś et Czernel, 

2014).  

L’amphotéricine B renferme aussi un cycle hemiacétal entre le carbone n°13 et le 

carbone n°17. La présence d'une fonction carboxylique et d'un amino-sucre lui donne 

un caractère amphotère (Figure n°1a) (Kamiński, 2014). 

Son poids moléculaire est de 924,079, avec des dimensions moléculaires de 0,6nm 

de hauteur, 0,7nm de largeur et 2,4nm de longueur (Figure n°1b) (Neumann et al., 

2016).  

A l'état solide, cet antifongique est photosensible. Les analyses thermiques ont 

révélé que l’amphotéricine B chauffée dans une atmosphère d'argon conserve sa 

structure moléculaire, ses propriétés chimiques et ne perd pas son activité jusqu'à 

des températures pouvant atteindre 137°C. Cependant, sa décomposition complète 

est achevée à 447°C [(Łubkowski et al., 1989) ; (Zielińska et al., 2016)].  

En revanche, en présence d'oxygène moléculaire, l'oxydation  commence et se 

termine à 150°C qui s'accompagne d'effet exothermique très fort et d'une 

volatilisation rapide de l'échantillon. La perte d’activité de cet antifongique peut être 

aussi causée par le processus d'auto-oxydation dans lequel la présence des 

radicaux libres joue un rôle important (Czernel et al., 2016). 
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Figure n°1 : Structure chimique de l’amphotéricine B (a) (Kamiński, 2014), 

Modèle tridimensionnel avec les dimensions moléculaires de l’amphotéricine B 

(b) (Neumann et al., 2016). 
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La présence d'une série de doubles liaisons conjuguées permet l'étude de cet 

antifongique par méthode d'absorption en UV dans un intervalle allant de 320 à 

450nm (Alvarez et al., 2016). 

Le spectre de la solution aqueuse de l'amphotéricine B à très faibles concentrations 

(de l’ordre de 10-8M) ou à des concentrations plus élevées (de l’ordre de 10-6M) dans 

le propanol, montre la structure  vibrationnelle propre aux polyènes conjugués qui  

présentent une série de bandes principales à 409nm, 385nm, 366nm et 348nm 

(Figure n°2a). 

Par ailleurs, dans une solution aqueuse à une concentration de 10-6M 

d'amphotéricine B, la structure vibrationnelle diminue, l'absorbance de la bande à 

347nm augmente et une nouvelle bande apparaît à 328nm alors qu'à une 

concentration de 2,5.10-5M, un nouveau pic apparait à 421nm (Starzyk et al., 2014) 

(Figure n°2b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°2 : Spectre d’absorption électronique  et de dichroïsme circulaire de 

l’amphotéricine B solubilisé dans le propanol (a : forme monomérique) et dans 

le PBS (b : forme agrégée) (Starzyk et al., 2014).  
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Ces nouvelles bandes représentent le découplage des niveaux d'énergie causé par 

l'interaction excitonique des molécules d’amphotéricine B (Mohamed-Ahmed et al., 

2013). 

L’amphotéricine B avec un spectre d'action très large, couvre la plupart des espèces 

pathogènes pour l’homme. Elle est indiquée principalement dans les mycoses 

systémiques causées par Candida sp, ou autres, comme les aspergilloses et les 

cryptococcoses (Poissy et al., 2017).  

Sa posologie est de 1mg/kg/24h en cas d’insuffisance cardio-pulmonaire et peut 

atteindre 3mg/kg/24h pour les infections sévères causées par les germes les moins 

sensibles à cette drogue (Della Pepa et al., 2016).  

Sur le plan pharmacologique, l'amphotéricine B doit être administrée par voie 

parentérale pour la prise en charge des mycoses systémiques en raison de son 

absorption digestive faible (moins de 5%).   

Après injection intraveineuse, l’amphotéricine  B se lie fortement  aux protéines 

plasmatiques et aux lipoprotéines sériques (≥90%). Elle est  largement distribuée 

dans les tissus avec un volume de diffusion de 2,4 à 4L/kg. Elle s'accumule 

essentiellement dans le foie et la rate et à un degré moindre dans les reins et les 

poumons (Stone et al., 2016). Sa demi-vie plasmatique varie de 24 à 48 heures et 

aucun métabolite de l'amphotéricine B n'a été identifié. Son élimination totale de 

l’organisme est longue (demi-vie >15 jours) et est principalement assurée par les 

reins, mais aussi par la bile (Kagan et al., 2014). 

En solution aqueuse, l’amphotéricine B se répartit en trois états : une forme agrégée 

responsable de la toxicité, une forme oligomèrique (moins toxique) et une forme 

monomérique peu toxique, responsable de l’activité antifongique (Falcón-González 

et al., 2017). 

Bien que son mécanisme d’action ne soit pas totalement élucidé, il reste 

généralement admis que sa propriété  antifongique  résulte  de  son  interaction  

avec l'ergostérol, stérol dominant des cellules fongiques (Anderson et al., 2014)  

(Figure n°3). 
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Figure n°3 : Mécanisme d’action de l’amphotéricine B par la formation des 

canaux ioniques dans la cellule fongique (Gray et al., 2012). 

 

L’amphotéricine B serait à l’origine d’une perméabilisation membranaire par la 

formation de pores transmembranaires d’un diamètre de 0,8nm, en provoquant la 

fuite des ions (K+, Na+, H+, Cl-) et de petits composés intracellulaires suivie par une 

lyse cellulaire. Ces canaux ioniques sont formés de 8 molécules d’antifongique 

agrégées. L’ensemble constitue un canal ancré à la surface membranaire par ses 

groupes chargés dont l’intérieur est tapissé de groupes hydroxyles (Yang et al., 

2013) (Figure n°4).  

De nombreuses études ont mis en évidence une corrélation entre la fixation 

membranaire de l’antifongique et son action perméabilisante, précisant le rôle des 

lipides membranaires et plus particulièrement les stérols dans l’interaction 

amphotéricine B-membrane [(Gray et al., 2012);(Wilcock et al., 2013);(Kamiński, 

2014)]. 
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Figure n°4: Dimension des canaux ioniques au sein de la bicouche lipidique de 

la cellule fongique (Yang et al., 2013). 

 

L'interaction entre l'amphotéricine B et le cholestérol est responsable de sa toxicité 

vis-à-vis des cellules des mammifères. Selon Kamiński (2014), la sélectivité de 

l’amphotéricine B envers les cellules fongiques est due à une grande affinité de cette 

drogue pour l’ergostérol membranaire, cela est probablement lié à la présence d’une 

double liaison en C22 sur l’ergostérol qui renforce l’interaction mettant en jeu la 

chaîne rigide de l’amphotéricine B et la molécule de stérol.  

Ainsi, la conformation plane de l’ergostérol serait plus propice à une interaction avec 

l’amphotéricine B que le cholestérol (Nakagawa et al., 2014) (Figure n°5).  
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Figure n°5 : Interaction de l'amphotéricine B avec le cholestérol et l'ergostérol 

membranaires (Kamiński, 2014). 

 

Un  autre  mécanisme  a  été  mis  en  évidence  par  Anderson et al.,  (2014),          

il  s’agit  du  modèle  de  l’éponge  de  stérols  «sterol sponge model» selon lequel, 

les  molécules  d’amphotéricine  B  s’organisent  sous forme  de  super  agrégats 

extra-membranaires  au  voisinage  de  la membrane  plasmique fongique  et   tuent  

la  levure par  extraction  de  l'ergostérol  à  partir  de  la  bicouche  lipidique.                

Ce  modèle  a  permis d’expliquer la  rareté  de la  résistance  microbienne  qui  

caractérise  cet  antifongique  en milieu hospitalier (Figure n°6).  
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Figure n°6: Modèle de  l’éponge du stérol (sterol sponge model) (Anderson et 

al., 2014). 

 

Les études de Kawabe et al., (2017), ont montré que la toxicité cellulaire de 

l’amphotéricine B vis-à-vis des cellules fongiques et animales dépend de sa dose.   

En effet, pour passer d’une stimulation à une perméabilisation irréversible de la 

membrane aux cations, la dose d’amphotéricine B doit être comprise entre 0,02µM et 

0,3µM pour Candida albicans et entre 1µM et 20µM pour les lymphocytes murins. 

Ces différents phénomènes ne peuvent pas s’expliquer uniquement par la formation 

de pores transmembranaires et par des changements de perméabilité. En effet, en 

1986, Sokol-Anderson et ses collaborateurs, ont mis en évidence le phénomène 

de la peroxydation des lipides membranaires comme un autre mécanisme d’action 

de l’amphotéricine B qui pourrait être responsable de la destruction des cellules 

fongiques et animales. Ce mécanisme de peroxydation lipidique est un facteur 

principal dans la dégradation auto-oxydative de cet antifongique, ce qui explique la 

diminution de son efficacité avec le temps (Mesa-Arango et al., 2012) (Figure n°7).  
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Figure n°7 : Toxicité cellulaire de l’amphotéricine B et son activité peroxydative 

dans la cellule fongique (Mesa-Arango et al., 2012). 

 

 

 

ROS: Reactive Oxygen Species 
(espèces réactives de l'oxygène) 
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Ce travail est réalisé au laboratoire de recherche : Antibiotiques Antifongiques : 

physico-chimie, synthèse et activité biologique (LapSab) de la faculté des 

Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de l’Univers, 

Université Aboubekr Belkaïd, Tlemcen. 

1. Matériel   

     1.1. Antifongique  

Nous avons utilisé l’amphotéricine B pure provenant des laboratoires Bristol-

Meyers-Squibb France. 

     1.2. Molécules antioxydantes  

Nous avons utilisé deux antioxydants ; l’acide ascorbique ou la vitamine C    

(Vit C), disponible en poudre blanche (Sigma-Aldrich) avec une pureté de 99%  

et l’α tocophérol ou vitamine E (Vit E), sous forme d’un liquide très visqueux 

avec une pureté ≥ 97% (Sigma-Aldrich).  

L’acide ascorbique est une molécule hydrosoluble qui présente une structure 

apparentée à celle des sucres à six atomes de carbone (C6H8O6)             

(Figure n°8a).  

Avec son caractère hydrophobe, l’α tocophérol (vitamine E) est classée dans 

la famille des tocophérols qui comprend 4 molécules qui diffèrent entre elles 

par le nombre et l’arrangement des groupements méthyles autour du cycle 

benzène du noyau chromanol (Aggarwal et al., 2010) (Figure n°8b). 

Figure n°8: Structures chimiques de l’acide ascorbique (a) et de              

l’α tocophérol (b) (Brewer, 2011). 

 

 

(b) (a) 
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     1.3. Candida albicans 

Les tests d’efficacité de l'amphotéricine B ont été menés sur une souche de 

levure de référence ; il s’agit de Candida albicans ATCC10231 (American Type 

Culture Collection, Rockville, MD., USA.).  

Les levures sont entretenues par repiquages réguliers sur gélose Sabouraud 

et conservées à +4°C.  

     1.4. Globules rouges humains  

Les tests de cytotoxicité des différentes formulations de l'amphotéricine B, ont 

été effectués sur un modèle universel des membranes cellulaires animales, le 

globule rouge humain provenant d’un donneur unique sain. 

2. Méthodes  

     2.1. Préparation des solutions antifongiques 

La solution mère de l’antifongique est préparée en extemporané dans du 

diméthylsulfoxide (DMSO) à une concentration de 10-3M puis ajustée à 10-4M 

au spectrophotomètre à 406nm selon la formule A=  ε. C. l (ε406 = 160 000L. 

mol-1. cm-1) après une dilution au 1/100 dans le méthanol absolu (Szlinder-

Richert et al., 2001). 

L'amphotéricine B est utilisée à une concentration finale de 0,4µg/mL; ce qui 

correspond à sa concentration minimale inhibitrice (CMI)  vis-à-vis de Candida 

albicans ATCC10231 (Boucherit et al., 2007). En revanche, pour les tests de 

cytotoxicité, l'amphotéricine B est ajoutée à une concentration finale de 

20µg/mL [(Knopik-Skrocka et Bielawski, 2002); (Espada et al., 2008)]. 

     2.2. Préparation des vitamines  

L’acide ascorbique et l’α tocophérol sont préparés en extemporané dans du 

diméthylsulfoxide et utilisés à des concentrations finales de 3.102µg/mL pour la 

vitamine C et de 16µg/mL pour la vitamine E [(Khalil et al., 2012); (Andrade 

et al., 2014)]. 

Pour une meilleure stabilité, les solutions mères ainsi préparées sont gardées 

pendant 30 minutes à température ambiante, à l’abri de la lumière.  
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     2.3. Préparation des complexes AmB/vitamine C et AmB/vitamine E 

L'amphotéricine B est mélangée à la vitamine C ou à la vitamine E et les 

complexes ainsi formés sont incubés pendant 20 minutes à température 

ambiante avant leur utilisation.   

     2.4. Evaluation de l’efficacité de l’amphotéricine B en l’absence et en 

présence de l’acide ascorbique (AmB/Vit C) et de l’α tocophérol    

(AmB/Vit E) vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231  

Des tubes coniques de 30mL contenant les milieux de cultures sont 

ensemencés aseptiquement par des levures provenant d’une préculture de      

18 heures puis mis dans un incubateur de paillasse (Thermo Forma Orbital 

Shaker) à 30°C sous agitation continue à une vitesse de 130 tours/minute.     

La concentration cellulaire de départ est fixée à 2.106cellules/mL. 

Pour étudier le phénomène de dormance des levures, la croissance est suivie 

sur une période de 40 heures. La croissance est suivie par un dénombrement 

des levures sur cellule de Thoma toutes les heures.  

Le temps zéro correspond à l’addition de l’inoculum et de l’antifongique en 

l’absence et en présence des vitamines. 

     2.5. Observations au microscope électronique à balayage de Candida 

albicans ATCC10231 en l’absence et en présence des complexes   

AmB/Vit C et AmB/Vit E 

Pour vérifier la viabilité des levures et leurs morphologies au cours de la 

croissance, nous avons réalisé des observations microscopiques à l’aide d’un 

microscope électronique à balayage (HITACHI TM-1000) au laboratoire de 

microscopie du département de physique-Université Aboubekr Belkaïd de 

Tlemcen.  

Nous avons réalisé des frottis à partir des cultures de Candida albicans 

ATCC10231 menées sur bouillon Sabouraud en l’absence et en présence 

d’antifongique. Les frottis ainsi préparés sont maintenus dans des boîtes de 

Pétri stériles. 
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Les microphotographies sont traitées et  analysées par le logiciel ImageJ 

version 1.51a (2016), dans le but de déterminer la charge et les dimensions 

cellulaires de Candida albicans ATCC10231 pendant la phase stationnaire en 

l’absence et en présence des différentes formulations (Benmansour et al., 

2014) 

     2.6. Evaluation de l'effet toxique induit par l’amphotéricine B en 

l’absence et en présence de l’acide ascorbique (AmB/Vit C) et de              

l’α tocophérol (AmB/Vit E) vis-à-vis des globules rouges humains 

Les globules rouges humains sont resuspendus  dans le tampon phosphate 

salé (PBS) pH 7,4,  10mM, à raison de 4000 cellules/mL.  

La suspension érythrocytaire est incubée à 37°C sous agitation continue à   

130 tours/minute pendant 120 minutes.  

Dès l’addition de l’amphotéricine  B complexée  à  l’acide ascorbique, ou à     

l’α tocophérol qui correspond au temps zéro de la réaction, 500µL sont 

prélevés à intervalles de temps irréguliers auxquels 2mL d’une solution de 

lavage glacée (NaCl 150mM, MgCl2  2mM) sont ajoutés. Après centrifugation à 

4000 tours/minute pendant 5 minutes, le culot est éliminé et le surnagent est 

récupéré et servira pour le dosage de l’hémoglobine par mesure de 

l’absorbance à une longueur d’onde de 548nm (Serrano et al., 2013). 

L’hémolyse totale est obtenue par la mise en suspension des globules rouges 

dans de l’eau distillée. Le taux d’hémolyse est calculé selon l’équation 

suivante : 

               ( )  
     

       
      

Où: 

AE: Absorbance de l’échantillon (AmB/Vit) à 548nm. 

A0: Absorbance du témoin négatif (PBS) à 548nm. 

A100: Absorbance du témoin positif (100% d’hémolyse) à 548 nm. 
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     2.7. Etude spectrale de la forme monomérique de l’amphotéricine B en 

l’absence et en présence de l’acide ascorbique (AmB/Vit C) et de                  

l’α tocophérol (AmB/Vit E) 

Afin de mettre en évidence la structure  vibrationnelle propre aux polyènes 

conjugués qui  présentent une série de bandes principales à 408, 385, 366 et 

348nm, nous avons utilisé l’amphotéricine B à une concentration finale de      

10-5 mg/mL et l’étude spectrale des différentes formulations est réalisée à 37°C 

selon le protocole de Mohamed-Ahmed et al., (2013).  

Afin d’obtenir le spectre caractéristique de la forme monomérique de 

l’amphotéricine B à 408nm, les solutions préparées sont diluées dans le 

méthanol absolu. 

L’étude spectroscopique est réalisée par un balayage spectral dans le 

domaine ultraviolet (UV) à l’aide d’un spectrophotomètre d’absorption           

UV-Visible SPECORD® PLUS-Analytik Jena. Les spectres obtenus sont 

enregistrés dans un intervalle allant de 320 à 450nm et sont caractéristiques 

des doubles liaisons conjuguées (groupement chromophore). 

Selon Rouessac et ses collaborateurs (2000), il existe quatre effets 

possibles sur une bande d’absorption d’un groupement chromophore       

(Figure n°9) : 

 Effet bathochrome : dû principalement à une substitution et/ou une 

conjugaison du groupement chromophore. Il correspond à un 

déplacement des bandes d’absorption vers les grandes longueurs 

d'onde. 

 Effet hypsochrome : lié généralement à l’augmentation de la polarité du 

solvant et correspond à un déplacement des bandes d’absorption vers 

les courtes longueurs d'onde. 

 Effet hyperchrome: c’est l’augmentation de l'intensité d'absorption qui 

est le résultat d’une conjugaison et/ou une substitution. 

 Effet hypochrome : c’est la diminution de l'intensité d'absorption qui est 

probablement dûe à une dégradation du groupement chromophore. 
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Figure n° 9 : Effets possibles sur une bande d’absorption d’un 

groupement chromophore (Rouessac et al., 2000). 

 

Selon la nature chimique de l’amphotéricine B, la présence de plusieurs 

chromophores conjugés (partie lipophile apolaire contenant 7 doubles liaisons 

conjuguées en configuration trans) entraîne un déplacement du maximum 

d’absorption vers les grandes longueurs d’onde (effet bathochrome), associé à 

une augmentation du coefficient d’absorption molaire (effet hyperchrome) 

(Biémont, 2008) (Figure n°10).  
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Figure n°10 : Spectres d'absorption des polyènes conjugués (n = nombre 

de doubles liaisons) (Biémont, 2008). 

 

     2.8. Evaluation de l’effet de l’acide ascorbique et de l’α tocophérol sur 

l’activité peroxydative de l’amphotéricine B 

Afin de déterminer l’état d’oxydation de l'amphotéricine B en l’absence et en 

présence des molécules antioxydantes, il est nécessaire de mesurer 

simultanément les quantités des produits primaires et secondaires résultant de 

l’oxydation des lipides.  

       2.8.1. Dosage des hydroperoxydes par l’indice de peroxyde (IP) 

L’indice de peroxyde (IP) est défini comme étant la quantité d’oxygène actif, 

exprimée en mg, contenue dans 1g de corps gras et susceptible d’oxyder 

l’iodure de potassium avec libération d’iode.  

Il s’agit de la méthode la plus utilisée pour quantifier les hydroperoxydes totaux 

correspondant au titrage iodométrique (Laguerre et al., 2007). 
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En milieu acide, les hydroperoxydes réagissent avec l’ion iodure (01), pour 

générer de l’iode qui est titré par une solution de thiosulfate de sodium en 

présence d’empois d’amidon (02). 

2ROOH + 2H+ + 2KI- I2 + 2ROH + H2O + K2O      (01) 

           I2 + 2Na2S2O3             Na2S4O6 + 2Na+I-                (02) 

Afin de mesurer l’oxydation des lipides, nous avons utilisé le jaune d’œuf 

comme modèle lipidique. 

Il faut noter que la quantité des lipides présente dépasse 32% avec une 

composition variée telle que : les acides gras saturés, les acides gras 

insaturés, les lipides chargés et le cholestérol. 

1mL de jaune d’œuf est mélangé avec 1mL de tampon phosphate à pH 7,4 

(50mM). Après homogénéisation, le mélange est dispersé dans un volume de 

chloroforme et d’acide acétique (2/3, v/v) auquel nous avons ajouté 20µg/mL 

d’amphotéricine B en l’absence et en présence de 3.102µg/mL d’acide 

ascorbique ou de 16µg/mL d’α tocophérol (Cirlini et al., 2012). 

Une solution aqueuse saturée en iodure de potassium (KI) est ensuite 

additionnée et le mélange réactionnel est laissé pendant 5 minutes à l’abri de 

la lumière. Le diiode (I2) formé est titré avec une solution de thiosulfate de 

sodium (Na2S2O3) à 0,0005N, jusqu’à la disparition complète de la couleur 

bleue-violette.  

L’indice de peroxyde (IP) est exprimé en mmol de peroxyde.kg-1 d’échantillon, 

selon l’équation suivante : 

   
        

  
 

     Où :  

V : volume de thiosulfate 0,0005N nécessaire pour titrer l’échantillon à 

analyser (mL), 

N : Normalité de la solution de thiosulfate (0,0005N), 

m : la masse d’échantillon prélevée (g). 
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       2.8.2. Dosage des diènes conjugués 

Les diènes conjugués sont des produits primaires de l’oxydation des lipides qui 

se forment par réarrangement des doubles liaisons du radical lipoyle des 

acides gras polyinsaturés. Les diènes conjugués sont mesurés par 

spectrophotométrie à 234nm, selon le protocole expérimental décrit par  

Barriuso et al., (2013). 

Cette méthode est réalisée sur des extraits lipidiques à base de jaune d'œuf et 

du tampon phosphate à 50mM solubilisés dans un mélange méthanol/hexane 

(3/1 v/v).  

Après homogénéisation, nous avons réalisé deux séries de dilutions l’une dans 

le tampon phosphate à pH 7,4 (50mM) et l’autre dans le mélange 

méthanol/hexane. Nous avons, ensuite ajouté 20µg/mL d'amphotéricine B 

seule puis en complexée à l’acide ascorbique ou à l’α tocophérol.  

La formation des diènes conjugués est suivie pendant 60 minutes à 37°C par 

lecture de l’absorbance à une longueur d’onde de 234nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre d’absorption UV-Visible (Karppi et al., 2010).  

La concentration en diènes conjugués, exprimée en mol. L-1 d’émulsion, est 

calculée à partir de la valeur d’absorbance obtenue (As), en considérant un 

coefficient d’extinction molaire(Ԑ) des diènes conjugués égal à                

29000L.mol-1.cm1 (Farhoosh et al., 2012). 

  
                   

 
 

Où :  

AS: Absorbance spécifique des diènes conjugués à 234nm. 

ρ d’émulsion : densité de l’émulsion.  
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       2.8.3. Dosage des substances réactives à l’acide thiobarbiturique          

(sr-TBA) 

Le test à l’acide 2-thiobarbiturique (TBA) est basé sur la formation d’un 

complexe coloré résultant de la réaction entre une molécule de malonaldéhyde 

(MDA) et deux molécules d’acide 2-thiobarbiturique à une longueur d’onde de 

532nm. 

La réaction du TBA est réalisée à 100°C en milieu acide (pH 1-2) pour 

accélérer la vitesse de réaction et augmenter la sensibilité. La concentration en 

substances réactives au (sr-TBA) est exprimée en mmol de MDA.kg-1 

d’échantillon  (Guzun-Cojocaru, 2010) (Figure n°11). 

 

Figure n°11 : Réaction de l’acide thiobarbiturique avec le malonaldéhyde  

(Gao et al., 2013). 

 

Les substances réactives au TBA (sr-TBA) ont été mesurées selon la méthode 

de Sakanaka et Tachibana, (2006).  

1mL de l'extrait lipidique est mélangé avec 0,5mL d’amphotéricine B à une 

concentration finale de 20µg/mL auxquels nous avons ajouté les molécules 

antioxydantes. La solution ainsi préparée est additionnée de 2mL de FeSO4 à 

0,01mM. Après une incubation de 15 minutes à 37°C sous agitation continue, 

1mL d'acide trichloracétique à 2,5% sont ajoutés. Le mélange obtenu est 

centrifugé à 4000 tours/minute pendant 20 minutes à +4°C, le surnageant 

récupéré est additionné à l’acide 2-thiobarbiturique (0,8%, m/v).  
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Les solutions réactionnelles sont ensuite placées dans un bain-marie à 100°C 

pendant 15 minutes  puis immédiatement à température ambiante pendant 20 

minutes.  

La teneur en substances réactives au TBA est évaluée par lecture de 

l’absorbance au spectrophotomètre à 532nm.  

Une gamme étalon est réalisée à partir de la solution de                          

1,1,3,3-tetraethoxypropane à des concentrations finales allant de 0 à 0,25mM.          

Ce dernier se décompose en malonaldéhyde dans l’eau. 

2.9. Analyse statistique 

Nous avons réalisé des tests statistiques sur l’ensemble des résultats obtenus 

afin de déterminer s’il existe des différences significatives (p < 0,05) entre les 

différentes formulations de l’amphotéricine B. Ces études ont été effectuées à 

l'aide du logiciel XLSTAT Version 2014.5.03. 
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Résultats et discussion 

(Atmaca et Çiçek, 1996)
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L’amphotéricine B induit des dommages oxydatifs sur les cellules fongiques et 

animales [(Brajtburg et al., 1985); (Sokol-Anderson et al., 1986)]. Elle est à 

l’origine de la formation de radicaux libres responsables des peroxydations 

lipidiques et de la lyse cellulaire par sa liaison aux récepteurs des lipoprotéines de 

basse densité (LDL) (Barwicz et al., 2000). De ce fait, la complexation de 

l’amphotéricine B avec des molécules antioxydantes semble présenter un grand 

intérêt thérapeutique.  

Notre étude s’inscrit dans cet ordre d’idée et consiste à évaluer, in vitro, l’efficacité et 

la cytotoxicité d’une nouvelle formulation de l’amphotéricine B basée sur sa 

complexation avec deux molécules antioxydantes, l’acide ascorbique (vitamine C) et 

α-tocophérol (vitamine E).  

1. Evaluation de l’efficacité de l’amphotéricine B en l’absence et en présence 

de l’acide ascorbique (AmB/Vit C) et de l’α tocophérol (AmB/Vit E) vis-à-vis de 

Candida albicans ATCC10231 

     1.1. En l’absence d’amphotéricine B  

La figure n°12 regroupe les résultats relatifs à l’effet de l’addition de l’acide 

ascorbique (3.102µg/mL) et l’α tocophérol (16µg/mL) sur la croissance de        

Candida albicans ATCC10231.  

 La courbe (a) représente la culture témoin sans aucune addition. Les levures 

passent par une phase de latence de 2 heures caractérisée par un nombre 

constant de cellules de départ. Ensuite, les cellules entrent en phase de 

croissance exponentielle par trois générations successives. Le nombre de 

cellules augmente pour atteindre un maximum au bout de 8 heures 

d’incubation. Ce taux reste inchangé durant une phase stationnaire allant 

jusqu’à 10 heures d’incubation à 30° C sous agitation continue.  

 La courbe (b) représente l’effet de l’acide ascorbique (vitamine C) sur la 

croissance de Candida albicans ATCC10231. La culture menée en présence 

de l’acide ascorbique (3.102µg/mL) donne une courbe de croissance similaire  

à la culture témoin. 

 La courbe (c) représente l’effet de l’α tocophérol (vitamine E) (16µg/mL)  sur la 

croissance de Candida albicans ATCC10231. La culture menée en présence 
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de l’α tocophérol donne une courbe de croissance similaire  à la culture 

témoin. 

 

Figure n°12 : Effet de l’addition de l’acide ascorbique (vitamine C) (3.102µg/mL) 

et de l’α tocophérol (vitamine E) (16µg/mL) sur la croissance de              

Candida albicans ATCC10231.   
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     1.2. Amphotéricine B complexée à l'acide ascorbique (AmB/Vit C) 

Les  résultats  relatifs à l’effet de l’addition de l’acide ascorbique (3.102µg/mL) sur 

l’activité antifongique de l’amphotéricine B (0,4µg/mL) vis-à-vis de Candida albicans 

ATCC10231 sont représentés sur la figure n°13. 

 La courbe (a) représente la culture témoin. Le taux de croissance est optimal 

avec un nombre de cellules de 101.106 cellules/mL. 

 La courbe (b) représente l’effet de l’acide ascorbique (vitamine C) sur la 

croissance de Candida albicans ATCC10231. Les cultures menées en 

présence de l’acide ascorbique (3.102µg/mL) donnent des croissances 

similaires à la culture témoin. 

 La courbe (c) représente l’effet de l’amphotéricine B sur la croissance de 

Candida albicans ATCC10231. Nous remarquons un prolongement de la 

phase de latence. Cette dernière passe de 2 heures en l’absence de 

l’antifongique à 24 heures en présence de 0,4µg/mL d’amphotéricine B.  

Ensuite, les cellules reprennent leur croissance pour atteindre un nombre 

maximum de 59.106 cellules/mL avec un taux d'inhibition de 41% par rapport à 

la culture témoin. 

 La courbe (d) représente l’effet du complexe amphotéricine B/acide 

ascorbique (AmB/Vit C) sur la croissance de Candida albicans ATCC10231. 

Nous remarquons que la phase de latence passe de 24 à 27 heures.            

Le nombre de cellules maximum est de 48.106 cellules/mL avec un taux 

d'inhibition de 52% par rapport à la culture témoin.  

Il est important de noter que la complexation de l’amphoptéricine B (0,4µg/mL) avec 

l’acide ascorbique (3.102µg/mL) améliore son efficacité vis-à-vis de Candida albicans 

ATCC10231 de 11%   

Ce résultat est en accord avec celui de Brajtburg et al., (1989) et de Atmaca et 

Çiçek, (1996), qui ont montré que le pouvoir antioxydant de l’acide ascorbique 

confère une protection contre l’autoxydation de la molécule de l’amphotéricine B et 

par conséquent, augmente leur activité antifongique.  

Le prolongement de la phase de latence au-delà de 24h correspond à un 

ressuscitement d’un certain nombre de cellules. En effet, le pourcentage des cellules 

qui reprennent leur croissance est de 59% en présence d’amphotéricine B seule 
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avec une phase de latence de 24 heures et de 48% en présence du complexe 

AmB/acide ascorbique avec une phase de latence de 27 heures.  

 

Figure n° 13 : Effet de l’addition de l’acide ascorbique (3.102µg/mL) sur l’activité 

antifongique de l’amphotéricine B (0,4µg/mL) vis-à-vis de Candida albicans 

ATCC10231.  
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     1.3. Amphotéricine B complexée à l’α tocophérol (AmB/Vit E) 

La figure n°14 regroupe les résultats relatifs à l’effet de l’addition de l’α tocophérol                

(16µg/mL) sur l’activité antifongique de l’amphotéricine B (0,4µg/mL) vis-à-vis de 

Candida albicans ATCC10231. 

 La courbe (a) représente la culture témoin à 100% de croissance.  

 La courbe (b) représente l’effet de l’α tocophérol (vitamine E) sur la croissance 

de Candida albicans ATCC10231. Les cultures menées en présence de            

l’α tocophérol (16µg/mL) donnent des croissances similaires à la culture 

témoin. 

 La courbe (c) représente l’effet de l’amphotéricine B sur la croissance de 

Candida albicans ATCC10231. Nous remarquons l’addition de l’amphotéricine 

B à une concentration finale de 0,4µg/mL, entraine un prolongement de la 

phase de latence qui passe de 2 à 24 heures. Les levures reprennent ensuite 

leur croissance pour atteindre un nombre maximum égal à 59.106cellules/mL. 

Le taux d’inhibition est estimé à 41% par rapport à la culture témoin. 

 La courbe (d) représente l’effet de l’addition de l’α tocophérol (vitamine E) sur 

l’efficacité de de l’amphotéricine B vis-à-vis de  Candida albicans ATCC10231. 

Nous remarquons que la phase de latence passe de 24 à 28 heures le 

nombre de cellules maximum est de  40.106cellules/mL avec un taux 

d’inhibition de 60%. En effet, la complexation de l’ampotéricine B (0,4µg/mL) à 

l’α tocophérol (vitamine E) (16µg/mL) améliore son efficacité vis-à-vis de 

Candida albicans ATCC10231 de 19%.  

Ce résultat va dans le même sens que celui de Andrews et ses collaborateurs 

(1977) ainsi que celui de Baran et Thomas, (2009), qui ont montré que la 

complexation de l’amphotéricine B avec la vitamine E permet de stabiliser cet 

antifongique contre l’auto-dégradation et augmente par conséquent son efficacité    

vis-à-vis de Candida albicans. 

Par ailleurs, le pourcentage de cellules qui reprennent leur croissance est de 59% en 

présence d’amphotéricine B seule avec une phase de latence de 24 heures et de 

40% en présence du complexe AmB/vitamine E avec une phase de latence de        

28 heures. 
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Figure n° 14 : Effet de l’addition de l’α tocophérol (16µg/mL) sur l’activité 

antifongique de l’amphotéricine B (0,4µg/mL) vis-à-vis de Candida albicans 

ATCC10231.  
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2. Observations au microscope électronique à balayage de Candida albicans 

ATCC10231 en l’absence et en présence des complexes AmB/Vit C et     

AmB/Vit E 

     2.1. En l’absence d'amphotéricine B  

La figure n°15 correspond aux changements morphologiques de Candida albicans 

ATCC10231 incubées en l’absence de l’antifongique (culture témoin).  

Nous constatons qu’au cours de la phase de latence (Figure n°15, 

microphotographie a), les levures sont caractérisées par une augmentation de leur 

taille. En revanche, sur les micrographies prises au cours de la phase exponentielle 

et de la phase stationnaire, les levures sont regroupées en amas (formes agrégées) 

(Figure n°15, microphotographies b et c). 

Par ailleurs, nous avons vérifié la viabilité des cellules de Candida  albicans par 

rapport à leur forme morphologique et leur dimension cellulaire pendant la phase 

stationnaire, par le logiciel Image J version 1.51a (2016). 

Les résultats obtenus ont montré qu’au cours la phase stationnaire, en l’absence de 

toute addition, la moyenne de la taille cellulaire de Candida albicans ATCC10231 est 

de 3,43µm. 
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Figure n°15 : Observations au microscope électronique à balayage de Candida 

albicans ATCC10231 au cours de la phase de latence (a), exponentielle (b) et 

stationnaire (c) sans aucune addition. 
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     2.2. Amphotéricine B complexée à l'acide ascorbique (AmB/Vit C) 

La figure n°16 regroupe les microphotographies (a) et (b) relatives aux changements 

morphologiques de Candida albicans ATCC10231, en présence d’amphotéricine B 

seule (0,4µg/mL) et du complexe AmB/Vit C au cours de la phase stationnaire.         

La vitamine C est utilisée à une concentration finale de  (3.102µg/mL).  

Les microphotographies a et b montrent : 

- Qu’en présence d’amphotéricine B seule et du complexe AmB/Vit C, la taille 

des cellules augmente comparée à celle des cultures menées sans aucune 

addition. En effet, l’analyse de ces résultats par le logiciel Image J a montré 

que la valeur moyenne de la taille cellulaire de Candida albicans ATCC10231 

est de 7,60µm en présence d’amphotéricine B seule (microphotographie a) 

et de 8,47µm en présence du complexe AmB/Vit C  (microphotographie b).  

- La présence de débris cellulaires qui correspondent probablement à une lyse 

des levures de Candida albicans ATCC10231. Cet éclatement des levures en 

présence d’amphotéricine B seule ou du complexe AmB/Vit C pourrait être à 

l’origine de la diminution de la charge cellulaire observée au cours de la phase 

stationnaire. 
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Figure n°16 : Observations au microscope électronique à balayage de Candida 

albicans ATCC10231 au cours de la phase stationnaire en présence 

d'amphotéricine B seule (0,4µg/mL) (a) et du complexe AmB/Vit C (b). 
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     2.3. Amphotéricine B complexée à l’α tocophérol (AmB/Vit E) 

La figure n°17 regroupe les microphotographies (a) et (b) relatives aux changements 

morphologiques de Candida albicans ATCC10231, en présence d’amphotéricine B 

seule (0,4µg/mL) et du complexe AmB/Vit E au cours de la phase stationnaire.         

La vitamine E est utilisée à une concentration finale de  (16µg/mL).  

Les microphotographies a et b montrent que : 

- En présence d’amphotéricine B seule et du complexe AmB/Vit E, la taille des 

cellules augmente comparée à celle des cultures menées sans aucune 

addition. En effet, l’analyse de ces résultats par le logiciel Image J a montré 

que la valeur moyenne de la taille cellulaire de Candida albicans ATCC10231 

est de 7,60µm en présence d’amphotéricine B seule (microphotographie a) 

et de 8,11µm en présence du complexe AmB/Vit E  (microphotographie b).  

- La présence de débris cellulaires qui correspondent probablement à une lyse 

des levures de Candida albicans ATCC10231. Cet éclatement des levures en 

présence d’amphotéricine B seule ou du complexe AmB/Vit E pourrait être à 

l’origine de la diminution de la charge cellulaire observée au cours de la phase 

stationnaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Troisième partie                                                    Résultats et discussion 
 

38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°17 : Observations au microscope électronique à balayage de Candida 

albicans ATCC10231 au cours de la phase stationnaire en présence 

d'amphotéricine B seule (0,4µg/mL) (a) et du complexe AmB/Vit E (b). 
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Il ressort de cette partie de l’étude que : 

- L’addition de l’amphotéricine B seule au milieu de culture à une concentration finale 

de 0,4µg/mL, induit un prolongement de la phase de latence qui passe de 2 heures à         

24 heures avec un taux d’inhibition de 41% par rapport aux cellules témoins 

incubées sans aucune addition. Ce résultat est en accord avec celui de Boucherit et 

al., (2007) et de Benmansour et al., (2014) qui ont montré que Candida albicans 

ATCC10231, incubée en présence de 0,4µg/mL d’amphotéricine B rentrent dans une 

phase de latence de 21 heures avant de reprendre leur croissance avec des taux 

d’inhibition respectifs de 45% et de 21%. 

Rappelons que la phase de latence est une phase importante, dans laquelle les 

cellules accomplissent leur travail cellulaire avant d'entrer en division 

(Koutsoumanis et Sofos, 2005). De ce fait, les levures soumises à un stress 

comme l’exposition à des concentrations sub-inhibitrices d’amphotéricine B, doivent 

réparer les dommages métaboliques et cellulaires avant d’entamer la division ce qui 

se traduit par un prolongement de la phase de latence. Selon Boucherit et al., 

(2007), les levures qui reprennent leur croissance lorsque le temps d’incubation est 

prolongée au-delà de 24 heures, sont appelées les cellules dormantes 

Le phénomène de dormance des levures en présence d'amphotéricine B est encore 

mal connu et les questions concernant le ressuscitement des cellules dormantes sont 

à prendre en compte. En effet, le phénomène de dormance pourrait être la 

conséquence du rétablissement des dommages induits par l’amphotéricine B au 

niveau de la membrane plasmique des cellules souches hématopoïétiques de souris 

[(Essers et al., 2009); (Trumpp et al., 2010)]. 

- L'addition de l'acide ascorbique et l’α tocophérol au milieu réactionnel de 

l'amphotéricine B a favorisé l'effet lytique de cette molécule sur les membranes 

plasmiques des cellules fongiques et a provoqué une diminution de la croissance de 

Candida albicans.  

Ce résultat va dans le même sens que celui de Benmansour et al., (2014) qui ont 

montré que l’amphotéricine B à 0,4µg/mL, agit au niveau des radeaux lipidiques 

«rafts» qui génèrent à leurs tours une élasticité membranaire pour s’adapter au 

déséquilibre osmotique créé par cet antifongique. 
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- La complexation de l’amphotéricine B à la vitamine C ou à la vitamine E, améliore 

son efficacité vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231 de 11% et de 19% 

respectivement. Cela est probablement lié au pouvoir antioxydant de ces deux 

vitamines.  

Il est à noter que la complexation de l‘amphotéricine B à la vitamine E (α tocophérol) 

améliore son efficacité de 8% par rapport à la vitamine C (acide ascorbique).        

Cela est dû à la nature chimique de la vitamine E, son caractère lipophile et son 

pouvoir antioxydant qui confèrent au complexe formé une meilleure stabilité 

(Thomas et al., 2014). 

3. Evaluation de la cytotoxicité induite par l’amphotéricine B en l’absence et en 

présence de l’acide ascorbique (AmB/Vit C) et de l’α tocophérol (AmB/Vit E)       

vis-à-vis des globules rouges humains 

Lorsque la membrane plasmique du globule rouge est altérée par l’amphotéricine B, 

il s’ensuit une lyse qui se traduit par une fuite de l’hémoglobine intracellulaire,       

c’est pourquoi nous avons dosé le taux d’hémoglobine extracellulaire avant et après 

addition des vitamines.  

L’antifongique et les vitamines sont ajoutés aux milieux réactionnels au même 

moment que les globules rouges, ce qui correspond au temps zéro des expériences. 

     3.1. Amphotéricine B complexée à l'acide ascorbique (AmB/Vit C) 

La figure n°18 représente l’effet de l’addition de l’acide ascorbique (3.102µg/mL) sur 

la fuite de l’hémoglobine intracellulaire induite par l’amphotéricine B (20µg/mL) chez 

le globule rouge humain. Nous constatons que : 

 Les globules rouges humains incubés en l’absence d’amphotéricine B et 

d’acide ascorbique, courbe (a) (témoin) ainsi que ceux incubés en présence 

d’acide ascorbique (vitamine C) seul à une concentration finale de 3.10
2
µg/mL 

(courbe (b)), gardent la totalité de leur hémoglobine intracellulaire durant les 

120 minutes d’incubation à 37°C sous agitation continue à 130 tours/minute.  

 L’addition de 20µg/mL d’amphotéricine B seule aux globules rouges (courbe 

(c)) induit une fuite de l’hémoglobine intracellulaire qui atteint un taux de 22% 

après 5 minutes d’incubation et près de 73% après 15 minutes d’incubation. 

Ce taux atteint un maximum de 85% après 120 minutes d’incubation à 37°C. 
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 Les globules rouges incubés en présence du complexe AmB/vitamine C 

(courbe (d)), perdent près de 20% de leur hémoglobine après 5 minutes 

d’incubation. Ce taux passe à 60% après 15 minutes et atteint un maximum 

de 68% après 120 minutes d'incubation. 

 

 

Figure n°18 : Effet de l’acide ascorbique (3.102µg/mL) sur la toxicité induite par 

l’amphotéricine B (20µg/mL) vis-à-vis des globules rouges humains. 
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     3.2. Amphotéricine B complexée à l’α tocophérol (AmB/Vit E) 

La figure n°19 représente l’effet de l’addition de l’α tocophérol (16µg/mL) sur la fuite 

de l’hémoglobine intracellulaire induite par l’amphotéricine B (20µg/mL) chez  le 

globule rouge humain. Nous remarquons que : 

 Les globules rouges humains incubés en l’absence d’amphotéricine B et de   

l’α tocophérol, courbe a (témoin) ainsi que ceux incubés en présence de        

l’α tocophérol (vitamine E) seul à une concentration finale de 16µg/mL   

(courbe b), gardent la totalité de leur hémoglobine intracellulaire durant les             

120 minutes d’incubation à 37°C sous agitation continue à 130 tours/minute.  

 L’addition de 20µg/mL d’amphotéricine B seule aux globules rouges      

(courbe c) induit une fuite de l’hémoglobine intracellulaire qui atteint un taux 

de 22% après 5 minutes d’incubation et près de 73% après 15 minutes 

d’incubation. Ce taux atteint un maximum de 85% après 120 minutes 

d’incubation à 37°C. 

 Les globules rouges incubés en présence du complexe AmB/vitamine E 

(courbe d), perdent près de 19% de leur hémoglobine après 5 minutes 

d’incubation. Ce taux passe à 58% après 15 minutes et atteint un maximum 

de 65% après 120 minutes d'incubation. 

D’après ces résultats, nous remarquons que l’amphotéricine B seule utilisée à une 

concentration finale de 20µg/mL provoque une fuite massive de l’hémoglobine 

intracellulaire chez le globule rouge humain qui atteint un maximum de 85% après   

60 minutes d’incubation. En revanche, la complexation de cet antifongique à l’acide 

ascorbique (vitamine C) (3.102µg/mL) ou à l’α tocophérol (vitamine E) (16µg/mL), 

réduit la fuite de l’hémoglobine qui atteint un maximum de 68% et 65% 

respectivement après 60 minutes d’incubation à 37°C sous agitation continue à      

130 tours/minute. Ce résultat est en accord avec  celui de Brajtburg et al.,(1985), 

qui ont montré  que la catalase et l'acide ascorbique protègent les érythrocytes 

contre la toxicité de l’amphotéricine B. selon Ajith et ses collaborateurs, (2007),   

cet effet protecteur serait du au pouvoir antioxydant des vitamines. 

De plus, contrairement à l’acide ascorbique (vitamine C), l’α tocophérol (vitamine E) 

présente une meilleure protection des globules rouges humains contre l’effet toxique 

induit par l’amphotéricine B. cela peut être expliqué par le caractère lipophile de la 
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vitamine E qui augmente la solubilité de certains médicaments hydrophobes  

(Nielsen et al., 2001). 

 

 

 

Figure n°19 : Effet de l’α tocophérol (16µg/mL) sur la toxicité induite par 

l’amphotéricine B (20µg/mL) chez les globules rouges humains. 
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4. Etude spectrale de la forme monomérique de l’amphotéricine B en l’absence 

et en présence de l’acide ascorbique (AmB/Vit C) et de l’α tocophérol    

(AmB/Vit E) 

Les résultats relatifs à l’étude spectrale de l’amphotéricine B seule et complexée à 

l’acide ascorbique en fonction du temps sont représentés sur la figure n°20. 

Nous remarquons que : 

- Quelle que soit la forme de l'amphotéricine B utilisée, seule ou complexée à la 

vitamine C, le pic caractéristique de sa forme monomérique ne subit aucun 

changement et apparaît à 408nm. 

- Après 18 et 24 heures d'incubation à 37°C, l'intensité du pic d’absorbance obtenue 

à 408nm pour l'amphotéricine B complexée à la vitamine C est légèrement 

supérieure  à celui de l'amphotéricine B seule. En effet, la complexation de cet 

antifongique à la vitamine C induit une légère augmentation de l'intensité des pics 

d'absorbances qui passent de 0,47 pour l'amphotéricine B seule à 0,5 pour le 

complexe AmB/Vit C.   

La figure n°21 représente les résultats de l’étude spectrale de l’amphotéricine B 

seule et complexée à l’α tocophérol en fonction du temps. 

Nous constatons que : 

- Le pic caractéristique des formes monomériques de l'amphotéricine B apparaît à 

408nm pour l'antifongique seul et complexé à la vitamine E. 

- L'intensité des pics d’absorbances obtenues à 408nm pour le complexe AmB/Vit E 

est nettement supérieure à celle de l'amphotéricine B seule. Cette variation diminue 

au cours du temps. En effet, en présence de la vitamine E, l'intensité des 

absorbances des pics passe de 0,5 à 0,71 et de 0,49 à 0,6 après 1 heure et            

18 heures d'incubation à 37°C.  

- Après 24 et 36 heures d'incubation les intensités des pics de l'amphotéricine B 

seule et du complexe AmB/Vit E redeviennent identiques.  
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Figure n°20 : Spectres caractéristiques de la forme monomérique de 

l’amphotéricine B (10-5mg/mL) à 408nm en présence de l'acide ascorbique 

(3.102µg/mL) en fonction de temps.  
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Figure n°21 : Spectres caractéristiques de la forme monomérique de 

l’amphotéricine B (10-5mg/mL) à 408nm en présence de l’α tocophérol 

(16µg/mL) en fonction de temps. 
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Les résultats de l'analyse spectrale de l'amphotéricine B seule et complexée à l’acide 

ascorbique  et l’α tocophérol ont montré que l’addition des deux vitamines à des 

concentrations finales respectives de 3.102µg/mL et 16µg/mL au milieu réactionnel 

ne modifie pas la stabilité moléculaire et la valeur du pic caractéristique de la forme 

monomérique de cet antifongique qui reste fixe à 408nm. En revanche, les deux 

vitamines, génèrent un effet hyperchrome qui est meilleure pour la vitamine E.  

Selon Biémont (2010), l’intensité et la forme des bandes d’absorption des composés 

en solution dépendent de différents critères tels que la nature du solvant et la 

température. De ce fait, les changements observés traduisent des interactions 

physiques soluté-solvant qui modifient la différence d’énergie entre l’état fondamental 

et l’état excité. C'est pourquoi, l'effet hyperchrome que nous avons observé peut 

renseigner sur la taille de la molécule de l’amphotéricine B et sa capacité à former un 

complexe moléculaire avec l’acide ascorbique et l’α tocophérol. Cet effet traduit 

également une augmentation de la concentration des formes monomériques de 

l'amphotéricine B responsable de son activité antifongique. 

Par ailleurs, nous remarquons que l’effet lié à l’addition de ces vitamines au milieu 

réactionnel de l’amphotéricine B persiste généralement au-delà de 24 heures.          

Ce résultat peut expliquer l'amélioration de l'efficacité de l'amphotéricine B 

complexée à la vitamine E vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231. Ce résultat est 

en accord avec les travaux de Nielsen et ses collaborateurs, (2001), qui ont révélé 

que l'addition de l'α tocophérol à des solutions micellaires mixtes augmente leur 

solubilisation.  

5. Analyse statistique  

Les résultats que nous avons obtenus sont traités par un test non paramétrique 

permettant de comparer deux échantillons indépendants (Mann-Whitney)  et un test 

de corrélation de Spearman. 

Le choix de ces tests est justifié par le fait que la variable dont provient l'échantillon 

ne suit pas une loi Normale (p<0,05). 

La comparaison entre l’efficacité de l’amphotéricine B seule et  complexée à l’acide 

ascorbique ou à l’α tocophérol vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231 a été 

étudiée par le test de Mann-Whitney.  
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L’activité antifongique de l’amphotéricine B seule diffère de façon significative par 

rapport aux formes complexées (AmB/Vit C et AmB/Vit E) (p(AmB/ Vit C)= 0,0368/ p(AmB/ 

Vit E)= 0,0237) (p<0,05). En revanche, la comparaison entre l’efficacité des deux 

complexes de l'amphotéricine B vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231, montre 

une différence non significative avec une valeur de p= 0,0589 (p>0,05) 

De plus, les résultats du test de Mann-Whitney relatifs à l’étude spectrale de la forme 

monomérique de l’amphotéricine B seule et complexée à l’acide ascorbique et l’α 

tocophérol ont révélé que l’addition de l’acide ascorbique (p= 0,4189),  présente un 

effet non significatif sur la stabilité de la molécule de l’amphotéricine B contrairement 

à l’α tocophérol ou nous remarquons un effet hautement significatif (p= 0,0002).  

Par ailleurs, en comparant l’effet des complexes AmB/Vit C et AmB/Vit E sur la 

stabilité de cet antifongique,  nous constatons un effet hautement  significatif en 

présence de la vitamine E (p< 0,0001). 

Nous avons également comparé entre l'efficacité et la stabilité de l'amphotéricine B 

en l'absence et en présence d'acide ascorbique et de l’α tocophérol en réalisant des 

corrélations par le test de Spearman. Les résultats de ce test ont montré que quelle 

que soit la vitamine utilisée, une corrélation positive avec une valeur de p inférieure 

au seuil de signification (p<0,0001) et un coefficient de corrélation supérieur à 0,7 

sont obtenus. 

L'analyse statistique nous a permis de confirmer les résultats que nous avons 

obtenus lors de la première partie de cette étude et qui ont mis en évidence le rôle 

de la vitamine E dans l'amélioration de l'index thérapeutique et la stabilité de 

l'amphotéricine B par rapport à la vitamine C.  

6. Evaluation de l’effet de l’acide ascorbique et de l’α tocophérol sur l’activité 

peroxydative de l’amphotéricine B 

     6.1. Dosage des hydroperoxydes 

La figure n°22 regroupe les résultats relatifs à l’indice de peroxyde de 

d'amphotéricine B dans le milieu réactionnel en l'absence et en présence de l’acide 

ascorbique et de l’α tocophérol. 

Nous remarquons que l’amphotéricine B utilisée à une concentration finale de 

20µg/mL en l'absence de vitamines, induit la formation d'hydroperoxydes,  
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représentée par un indice de peroxyde égal à 16,66mEq O2/Kg. En revanche, 

l'utilisation de l'amphotéricine B complexée à l’acide ascorbique (3.102µg/mL) ou à   

l'α tocophérol (16µg/mL), induit une diminution des hydroperoxydes. Les indices de 

peroxyde sont de 1,51mEq O2/Kg pour le complexe AmB/Vit C et de 4,54mEq O2/Kg 

pour le complexe AmB/Vit E. 

Il est important de signaler que l'indice de peroxyde permet d'évaluer le degré 

d'oxydation des acides gras insaturés dans le milieu réactionnel d'amphotéricine B 

en l'absence et en présence de l’acide ascorbique et l’α tocophérol au cours de la 

phase initiale. Les produits formés représentés par des peroxydes sont des 

composés aldéhydiques volatils qui peuvent être  reliés à un autre indice qui prend 

en compte les composés aldéhydiques non volatils.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°22: Effet de l'addition de l'acide ascorbique et de l’α tocophérol dans 

le milieu réactionnel de l’amphotéricine B sur la formation des 

hydroperoxydes. 
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     6.2. Dosage des diènes conjugués 

La figure n°23 représente l'effet de l'addition de l'acide ascorbique et l’α tocophérol 

dans le milieu réactionnel de l’amphotéricine B sur l'absorbance des diènes 

conjugués en fonction du temps. 

Nous observons que l’absorbance des diènes conjugués dans le milieu réactionnel 

de l’amphotéricine B en l'absence et en présence de l'acide ascorbique et de            

l’α tocophérol augmente au cours du temps puis se stabilise au bout de 50 minutes. 

La valeur de l'absorbance enregistrée après 60 minutes représente l'absorbance 

spécifique (As) pour chaque échantillon. Cette valeur permet de mesurer les 

concentrations des diènes conjugués formés dans le milieu réactionnel. 

Les résultats relatifs à l'évaluation de la concentration des diènes conjugués formés 

dans le milieu réactionnel de l’amphotéricine B sous l'effet de l'addition de l'acide 

ascorbique et l’α tocophérol sont représentés sur la figure n°24.  

Nous remarquons que l’amphotéricine B sans aucune addition induit la formation de 

diènes conjugués à une concentration égale à  2,491.10-3mol. L-1.  

La complexation de cet antifongique à l'acide ascorbique ou à l’α tocophérol 

provoque une diminution du taux de diènes conjugués avec des concentrations de 

2,325.10-3mol. L-1 pour le complexe AmB/Vit C et de 0,957.10-3mol. L-1 pour le 

complexe AmB/Vit E. Ce résultat met en évidence l'intérêt de l'addition de                 

l’α tocophérol et son effet sur l'inhibition de la formation des diènes conjugués dans 

le milieu réactionnel en présence d'amphotéricine B. 
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Figure n°23 : Effet de l'acide ascorbique et de l’α tocophérol sur l'absorbance 

des diènes conjugués dans le milieu réactionnel d'amphotéricine B. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°24 : Concentrations des diènes conjugués formés dans le milieu 

réactionnel d'amphotéricine B en l'absence et en présence de l'acide 

ascorbique et de l’α tocophérol. 
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A l'issue de cette partie de notre étude, nous pouvons dire que l’amphotéricine B 

favorise la formation des espèces réactives d’oxygène telles que les hydroperoxydes 

et les diènes conjugués. Ces derniers représentent les produits primaires de la 

peroxydation lipidique,  formés dans l’étape de propagation et sont impliqués dans la 

dégradation auto-oxydative de la molécule d'amphotéricine B, ainsi que dans son 

activité peroxydative au niveau des membranes cellulaires, ce qui explique sa 

cytotoxicité vis-à-vis des cellules animales (Gaboriau et al., 1997).  

L’addition des molécules antioxydantes au milieu réactionnel de l’amphotéricine B 

que nous proposons semble être une approche efficace. En effet, ces molécules 

antioxydantes peuvent limiter la propagation de la réaction d’oxydation des lipides 

permettant ainsi une meilleure stabilité de l'amphotéricine B contre son auto-

dégradation afin de prolonger son efficacité vis-à-vis des levures et des fongi. 

Nos résultats montrent également que la complexation de cet antifongique à l’acide 

ascorbique et à l’α tocophérol lui confère un effet protecteur contre les dommages 

auto-oxydatifs. Cet effet protecteur se  traduit par une diminution des taux 

d'hydroperoxydes et de diènes conjugués. Ce résultat va dans le même sens que 

celui de Lamp-freund et al., (1985) ainsi que celui de Belenky et Collins, (2011). 

Il est à noter que pour les produits instables tels que les hydroperoxydes et les 

diènes conjugués, ces mesures ne permettent pas de déterminer le niveau 

d’oxydation des lipides car ces produits intermédiaires sont rapidement décomposés 

en produits secondaires (Eymard et Genot, 2003). De ce fait, il nous a semblé 

nécessaire de quantifier les produits secondaires de l’oxydation des lipides, 

composés plus stables, qui permettent une estimation plus précise du degré 

d’oxydation des lipides. 

     6.3. Mesure des produits secondaires: dosage des substances réactives à 

l’acide thiobarbiturique (sr-TBA) 

Les produits secondaires de l’oxydation des lipides résultent de la décomposition des 

produits primaires. Les plus dosés sont les aldéhydes représentés essentiellement 

par le dialdéhyde malonique (MDA) qui est connu comme étant un biomarqueur de la 

peroxydation lipidique.  
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La figure n°25 représente la courbe d’étalonnage réalisée à partir de la solution de 

1,1,3,3-tetraethoxypropane (0 - 0,25mM), qui se décompose en malonaldéhyde dans 

l’eau. 

D’après les résultats de l’absorbance mesurée à une longueur d'onde de 532nm, 

nous avons  obtenu une courbe de tendance de type polynomial d’ordre 2 avec 

l’équation suivante :  

y = -30,46x2 + 11,99x + 0,097. 

La teneur en substances réactives au TBA est mesurée par une lecture de 

l’absorbance à 532nm au spectrophotomètre. 

La figure n°26 représente la concentration  en malonaldéhyde dans le milieu 

réactionnel de l’amphotéricine B en l'absence et en présence de l’acide ascorbique et 

de l’α tocophérol  en fonction des valeurs de l’absorbance mesurées. 

Les résultats obtenus montrent que l'amphotéricine B présente une capacité de 

former le dialdéhyde malonique  estimé à  0,035mM. Cette concentration diminue 

pour les formes complexées, elle est estimée à 0,015mM pour le complexe AmB/Vit 

C et à 0,028mM pour le complexe AmB/Vit E. 

Ce résultat confirme les résultats précédents qui ont mis en évidence le rôle 

protecteur des vitamines contre les réactions d'auto-oxydation de l'amphotéricine B 

qui se traduisent par la formation des produits secondaires représentés 

essentiellement par le dialdéhyde malonique (MDA). 
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Figure n°25: Courbe d’étalonnage  pour la détermination de la concentration de  

dialdéhyde malonique (MDA). 

 

 

Figure n°26 : Concentrations  en malonaldéhyde dans le milieu réactionnel 

d’amphotéricine B en l'absence et en présence de l'acide ascorbique et de l’α 

tocophérol. 
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Les résultats de cette partie ont montré que l’amphotéricine B favorise la réaction 

d’oxydation des lipides par la formation des espèces réactives d’oxygène quel que 

soit ces produits ; primaires ou secondaires. 

Selon Sokol-Anderson et al., (1986) ainsi que Brajtburg et al., (1985), l’effet 

toxique de l’amphotéricine B sur les sphéroplastes de Candida albicans et les 

globules rouges est lié principalement à la formation de radicaux libres d’O2 

responsables des peroxydations lipidiques qui conduisent à la lyse cellulaire. 

La complexation de l’amphotéricine B à des molécules antioxydantes permet de 

limiter les réactions d’oxydation des lipides et protéger cet antifongique contre les 

attaques radicalaires. Cet effet protecteur a été mis en évidence par une inhibition 

importante d’un marqueur précoce de la peroxydation lipidique (hydroperoxydes et 

diènes conjugués) et de produits terminaux (acide thiobarbiturique (sr-TBA)).         

Ces résultats sont en accord avec ceux de Kovacic et Cooksy, (2012). 
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Conclusion générale
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L’objectif que nous nous sommes fixés pour cette étude consiste à : 

- Evaluer l’effet  de la complexation de l'amphotéricine B à deux vitamines, 

l’acide ascorbique (vitamine C) et de l’α  tocophérol (vitamine E) sur la  

modulation de sa toxicité sélective vis -à-vis de Candida albicans  ATCC10231 et 

des globules rouges humains. 

- Etudier l'intérêt de cette complexation sur la stabilité moléculaire et l’activité  

peroxydative  de  cet antifongique. 

Il ressort de cette étude que :  

- L’addition de l’amphotéricine B seule au milieu de culture à une concentration 

finale de 0,4µg/mL, induit un prolongement de la phase de latence qui passe de 

2 heures à 24 heures avec un taux d’inhibition de 41% par rapport aux cellules 

témoins incubées sans aucune addition. Les levures qui reprennent leur 

croissance lorsque le temps d’incubation est prolongée au-delà de 24 heures, 

sont appelées les cellules dormantes. 

Le phénomène de dormance des levures en présence d'amphotéricine B est 

encore mal connu et les questions concernant le ressuscitement des cellules 

dormantes sont à prendre en compte. En effet, le phénomène de dormance 

pourrait être la conséquence du rétablissement des dommages induits par 

l’amphotéricine B au niveau de la membrane plasmique des cellules souches 

hématopoïétiques de souris [(Essers et al., 2009); (Trumpp et al., 2010)]. 

- La complexation de l’amphotéricine B à la vitamine C ou à la vitamine E, 

améliore son efficacité vis-à-vis de Candida albicans ATCC10231 de 11% et de 

19% respectivement. Cela est probablement lié au pouvoir antioxydant de ces 

deux vitamines. En effet, la complexation de l‘amphotéricine B à la vitamine E                   

(α tocophérol) améliore son efficacité de 8% par rapport à la vitamine C (acide 

ascorbique). 

- La complexation de l‘amphotéricine B à l’acide ascorbique et à l’α tocophérol à 

des concentrations finales de 3.102µg/mL et 16µg/mL respectivement, protège 

les globules rouges humains contre la cytotoxicité induite par cet antifongique 

seul. Cette amélioration est de 17% pour la vitamine C et de 20% pour la 

vitamine E. 
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- L'analyse spectrale de l'amphotéricine B seule et complexée à l’acide ascorbique  

et l’α tocophérol a montré que l’addition des deux vitamines à des concentrations 

finales respectives de 3.102µg/mL et 16µg/mL au milieu réactionnel ne modifie pas 

la stabilité moléculaire et la valeur du pic caractéristique de la forme monomérique 

de cet antifongique qui reste fixe à 408nm. En revanche, les deux vitamines, 

génèrent un effet hyperchrome qui est meilleur pour la vitamine E. Cet effet se 

traduit par une augmentation de la concentration des formes monomériques de 

l'amphotéricine B responsable de son activité antifongique. 

- L’amphotéricine B favorise la formation des espèces réactives d’oxygène telles 

que les hydroperoxydes et les diènes conjugués qui représentent les produits 

primaires de la peroxydation lipidique, formés dans l’étape de propagation et sont 

impliqués dans la dégradation auto-oxydative de cet antifongique.  

- La complexation de cet antifongique à l’acide ascorbique et à l’α tocophérol lui 

confère un effet protecteur contre les dommages auto-oxydatifs. Cet effet se 

traduit par une diminution des taux d'hydroperoxydes et des diènes conjugués.  

- L'amphotéricine B présente également une capacité à former les dialdéhydes 

maloniques estimés à 0,035mM. Cette concentration diminue pour les formes 

complexées, elle est estimée à 0,015mM pour le complexe AmB/Vit C et à 

0,028mM pour le complexe AmB/Vit E. 

- L'effet inhibiteur de l’acide ascorbique et de l’α tocophérol sur la formation des 

produits primaires de la peroxydation lipidique (hydroperoxydes et diènes 

conjugués) et des produits terminaux (substances réactives à l’acide 

thiobarbiturique "sr-TBA") dans le milieu réactionnel de l'amphotéricine B, 

présente des conséquences directes sur la propagation des réactions d’auto-

oxydation et sur l'activité antifongique de cette molécule. 

Cette stratégie pourrait apporter une réponse aux problèmes de solubilité, de 

stabilité et de toxicité couramment rencontrés en chimiothérapie. De plus, il est 

possible de concevoir des schémas thérapeutiques à plus faible dose qui 

fournissent des niveaux de toxicité plus tolérables avec une meilleure efficacité. 
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Pour compléter ce travail, il serait intéressant de : 

 Approfondir les études spectrales de nos formulations par la modulation 

de l’environnement physico-chimique. 

 Tester l’activité biologique de nos formulations in vivo.  

 Elargir cette étude à d’autres antioxydants et d’autres souches de levures.  

 Réaliser des études comparatives avec d’autres molécules antifongiques. 
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