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INTRODUCTION

Les maladies a transmission vectorielle telles que paludisme, la dengue, le chikungunya
et les leishmanioses, représentent aujourd’hui a I’échelle de la planéte un enjeu scientifique et
social primordial. Ces maladies figurent parmi les plus importantes en santé humain et animal,
tant par la morbidité que par la mortalité qu’elles entrainent. L’épidémiologie de ces maladies
est fortement impactée par les modifications climatiques et, plus généralement, par les

changements globaux.[1][2]

Les leishmanioses sont des maladies mondialement distribuées, causées par des
parasites protozoaires appartenant au genre Leishmania transmis en conditions naturelles par
la piqure des phlébotomes .cette maladie est endémique dans 89 pays du monde,
fondamentalement dans les régions tropicales et subtropicales d’Afrique , d’Asie, d’Europe ,
et principalement le centre et le sud de I’Amérique .Environ 350 millions, de personne vivent
dans des zones exposées au risque d’infestation .on estime entre 12 et 15 millions le nombre
de personnes affectées et a 1,5 a 2 million de nouveaux cas se produisent chaque année, ce qui

cause 70 000 déces par an.[3]

L’Algérie, compte parmi les pays les plus touchés du bassin méditerranéen et du
Maghreb, par cette zoonose.
Ces maladies constituent un probleme de santé publique grave et croissant.[4][5]

Les dérivés pentavalents de I’antimoine, dont le Glucantime®, demeurent la meilleure
arme thérapeutique de la leishmaniose. C’est le médicament de premier choix recommandé
par I'Organisation mondiale de la santé pour le traitement de cette maladie. Toutefois, ce

choix thérapeutique expose aux risques d’effets indésirables parfois graves.[6][7]

L’objectif de notre travail est d’étudie et évaluer in vitro 1’effet toxique de Glucantime®

sur un modele universelle de cellule animal qui est le globule rouge.
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LEISHMANIOSE

1. Définition :

Les leishmanioses sont des maladies provoquées par des parasites protozoaires
d’especes différentes du genre Leishmania, qui sont transmis a I’homme par la piqare de
phlébotomes femelles infectés (dont 98 espéces sont vecteurs de la maladie).

Il existe 4 formes principales de la maladie: la leishmaniose viscérale (LV, aussi
connue sous le nom de kala-azar); la leishmaniose dermique post-kala-azar (LDPKA); la
leishmaniose cutanée (LC); et la leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM).

La leishmaniose cutanée est la forme la plus fréquente de la maladie, mais la
leishmaniose viscérale est la plus grave, presque toujours mortelle en ’absence de traitement.

En outre, la leishmaniose peut étre anthroponosique ou zoonotique, selon que I’homme

ou I’animal constitue le réservoir naturel du parasite.[8]

2. Historique :

> Les leishmanioses étaient connues depuis longtemps, la premiere description clinique
moderne est celle de McNaught en 1882 et c'est Cunningham en 1885 qui découvrit les
parasites dans un prélevement de bouton d'Orient.[9]

» En 1898, en Ouzbékistan, le médecin militaire Borovsky mentionna un protozoaire dans
des prélévements d'ulcere, sans déterminer le statut taxonomique .[10]

» En 1900, Sir William LEISHMAN eut découvert ’agent de la leishmaniose dans des
frottis de la rate d’un soldat mort de fievre a Dum-Dum en Inde. Les résultats de cette
découverte n’ont été publiés qu’en 1903.

» La méme année, Charles Donovan identifia le méme parasite dans une biopsie de rate. Ce
parasite fut nommé Leishmania donovani.[11]

» En 1904, Rogers décrit dans une culture in vitro de sang citraté des formes flagellées,
probablement des promastigotes. [10]

» La premiére culture fut obtenue par Nicolle et Sicre en 1908.[11]

» En 1909, Nicolle décrit Leishmania infantum en Afrique du nord et en 1913, Chagas
identifia la maladie, tandis que Migone retrouva le parasite, appelé Leishmania chagasi, en
Amérique du sud. Toutefois, il s’avere qu’actuellement Leishmania chagasi appartient au
méme type parasitaire que Leishmania infantum et Leishmania donovani..

» Dans une méme année, le méme auteur démontra I’inoculabilité de Leishmania infantum

au chien.



LEISHMANIOSE

> En 1910, la premiere observation sur la leishmaniose canine en Algérie était rapportée par
les fréres Sergent.

» En 1911, Carlos Chagas envisageait la présence de I’affection dans le bassin de
I’amazone.

> La méme année, Lemaire découvrit le premier cas de LV (Leishmaniose viscérale)
humaine en Algérie dans le foyer de la kabylie .[12]

» En 1921, en Algérie, les fréres sergent et leurs collaborateurs établirent le role du vecteur
des phlébotomes en réussissant la transmission du bouton d’orient par application des
broyats de ses insectes sur les scarifications cutanées.

» La transmission par le phlébotome a été decouverte en Inde en 1924 par les fréres Sergent
pour L.donovani et au Maghreb en 1926 par Parrot et Donatien pour L.infantum. Ces deux
derniers ont démontreé les huit années suivantes le réle des chiens dans le cycle de
L.infantum .[13]

» Le cycle du parasite ainsi que sa répartition géographique furent étudiés de 1925 a 1928
par Alder, Théoder et Christopher.[14]

» 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 infantumen1980.

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

fondamental, elle a permis des études taxonomiques des leishmanies.[15]

3. Etiologie :

3.1.Agent pathogene :
3.1.1. Morphologie du parasite :

Les leishmanies sont des parasites protozoaires appartenant a la famille des
Trypanosomatidae, a ’ordre des Kinetoplastidae et au genre Leishmania.[11,16]

Les leishmanies présentent au cours de leur cycle évolutif deux grands stades successifs
. le stade promastigotedans le tube digestif du phlébotome et en culture, et le stade amastigote
intracellulaire, a I’intérieur des cellules du systéme des phagocytes mononuclées chez I’hote

vertébré. [17]
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Le stade promastigote : est une forme allongée avec une longueur d’environ 10 a
25um. Le noyau est approximativement central, le kinétoplaste est situé au niveau de la partie
antérieure de I’organisme d’ou s’échappe un flag.

Le stade amastigote : est un petit corpuscule ovalaire ou arrondi mesurant 2 a 6 um de
diametre, il contient un noyau, un kinétoplaste, et une ébauche de flagelle ne faisant pas saillie
a ’extérieur. C’est un stade intracellulaire obligatoire, retrouvé dans les tissus de I'hote

vertébre.[18]

Figure 1 : Formepromastigote de Leishmania.[19]

Figure 2 : de corps de leishmanies sous forme amastigote en extra cellulaire au
myélogramme (x100).[20]
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3.2. Vecteur :

Les leishmanies sont des parasites transmis a I’homme par la piqure des insectes
vecteurs, ces derniers sont des moucherons piqueurs de petite taille , de 1.5 a 4 mm de
long ,de couleur claire, en général jaune paille, leur corps est couvert de poils et ils présentent
des ailes lancéolées dressées .[17]

C'est un insecte, diptere, nématocere de la famille des Psychodidae, sous-famille de
Phlebotominae avec deux genres, Phlebotomus dans I'Ancien Monde et Lutzomya dans le
Nouveau Monde, dont seule la femelle est hématophage.[21]

Il existe plus de 600 espéces de phlébotomes réparties dans presque toutes les régions
biogéographiques du monde. Parmi elles, sur environ 70 suspectées vectrices, une vingtaine
seulement sont des vecteurs prouveés .[22]

En Algérie, les espéces incriminées dans la transmission des Leishmania sont,
Phlebotomusperniciosus, vecteur de Leishmania infantum, responsable de la leishmaniose
viscéralezoonotique et de la leishmaniose canine, et Phlebotomusperfiliewi, vecteur d’un
variantenzymatique de L. infantum, responsable de la leishmaniose cutanée sporadique .Ces
deux especes sont retrouvées principalement dans les régions humides a subhumides du
Nord ; au Sud avec un climat aride c’est par contre Phlebotomuspapatasi ,vecteur de L. major,

agent de la leishmaniose cutanée zoonotique qui domine.[21]

Figure 3: Femelle de Phlebotomussp. Gorgée de sang.[23]
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3.3. Le réservoir :

Les réservoirs naturels des Leishmania sont des mammiferes domestiques ou sauvages,
chez lesquels le parasite colonise les cellules du systéeme des phagocytes mononuclées. Ces
mammiféres appartiennent a divers ordres : carnivores, rongeurs, marsupiaux, édentés,
primates ou périssodactyles. Dans certains cas, I'nomme est l'unique réservoir du parasite.[18]

En Algérie, la leishmaniose viscérale admet le chien comme réservoir, depuis les
travaux des freres Sergent en 1910.[24]

Le réservoir de la leishmaniose cutanée zoonotique en Algérie est représenté

essentiellement par deux rongeurs sauvages, Psammomysobesus et Merionesshawi. Alors que

le chien est admis comme réservoir de la leishmaniose cutanée du nord.[8]

o
e

[A]IMARIONES SHAWI (rat de champs)[25]. [BJPSAMMOMYS OBESUS (rat de
sable)[26]

Figure 4: Réservoir du parasite.

Homme

g .. ™. Chiens
h o — ~~  (canidés sauvages)
Rongeurs sauvages .' Y \

Phlébotome~

¥

— Phlébotome

Leishmaniose cutanée zoonotique Leishmaniose viscérale

Figure 5: les réservoirs des leishmanioses en Algérie.[24]
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3.4. Le cycle de parasite :
Il se déroule entre deux hotes : un vertébré (homme, chien, rongeurs...) et l'insecte
vecteur. La leishmaniose est transmise a I'nomme par la piqQre des phlébotomes femelles

infectés.

3.4.1. Chez le vecteur

Le phlébotome, s'infeste en piquant un homme ou un animal malade. 11 absorbe ainsi les
macrophages infectés. Au niveau du tube digestif de I'insecte, les formes amastigotes se
transforment en formes promastigotes dans les heures qui suivent, et s’échappent de la
membrane péritrophique. lls subissent un cycle complexe comportant de nombreuses
divisions mitotiques, deux étapes de fixation a I’épithélium de la muqueuse intestinale et une
phase de migration vers la partie antérieure du tube digestif, ou a lieu la métacyclogenese.
[18]

3.4.2. Chez I'hote définitif :

Lors d'un prochain contact avec un mammifeére sain, I'insecte injecte les formes
promastigotesmétacycliques suite aux efforts de succion au niveau du site de la piqdre, ces
formes infestantes sont phagocytées par les macrophages du derme et se transforment dans 14
quelgues minutes en amastigotes en perdant leur flagelle. Ces amastigotes se multiplient et
survivent dans les phagolysosomes des cellules du systeme réticulo-endothélial infectées. La
cellule hote finit par éclater, libérant les parasites qui pénétrent aussitét dans de nouvelles
cellules.[27]

La localisation du parasite dans les divers organes du patient est directement liée au
tropisme des especes de Leishmania. Il existe trois especes a tropisme viscéral (L.donovani,
L.chagasi et L. infantum) responsables de leishmaniose viscérale : les amastigotes vont
infecter d’autres phagocytes mononuclées du systéme réticulo-endothélial et ainsi entrainer
une infiltration de la moelle osseuse, une hépato-et splénomégalie et parfois des
lymphadénopathies. Les phlébotomes s’infectent pendant les repas de sang sur un hote infecté
quand ils ingeérent des macrophages porteurs d’amastigotes. Dans I’intestin du phlébotome, les
parasites se différencient en promastigotes, qui se multiplient et se différencient en

promastigotesmétacycliques et migrent dans la trompe du phlébotome .[28]
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Figure 6: le cycle évolutif de la leishmaniose [29]
4. Répartition géographique :

4.1. Dans le monde :

Les leishmanioses sont largement répandues a la surface du globe et les différentes
formes cliniques de leishmanioses sévissent sur quatre des cing continents, essentiellement
dans les régions tropicales et subtropicales [30]. Elles sont endémiques dans 98 pays,
principalement en développement, dont 72 sont parmi les plus pauvres. On distingue les
leishmanioses de 1’ Ancien Monde (Sud de I’Europe, Afrique, Proche-Orient et Asie) et celles
du Nouveau Monde (Amériques du Nord, du Sud et Centrale). L’incidence mondiale de la
leishmaniose symptomatique est estimée a 1,5 a 2 millions de cas annuels. La prévalence
mondiale dépasse 10 millions de cas[31]. Les leishmanioses sont considérées comme étant la
deuxie¢me cause de mortalité d’origine parasitaire apres le paludisme. . Pourtant elles
demeurent parmi les maladies les plus négligées dans le monde.[32]

Selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS), pres de 350 millions de personnes,
soit 6% de la population mondiale sont exposées au risque de contamination et 12 millions de
personnes sont infectées. Le nombre de nouveaux cas par an diagnostiqués cliniquement
s’¢leve a deux millions (500 000 pour la LVH=leishmaniose viscérale humaine et 1500000

pour la LCH=leishmaniose cutanée humaine). Données OMS 2007.
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En 2015, sur les 200 pays ayant communiqués des données a ’OMS, 75 pays étaient
considérés comme pays d’endémie pour la leishmaniose viscérale (LV) et 87 comme pays

d’endémie pour la leishmaniose cutanée (LC). [8]

ANOFEL

Figure 7:Répartition géographique des leishmanioses dans le monde.[28]

4.2. En Algérie :

En Algérie, la leishmaniose humaine et canine est endémique et représente un sérieux
probléme de santé publique. Avec une prévalence de leishmaniose cutanée plus élevée que
viscérale, I'Algérie est considérée comme le pays le plus touché en Afrique du Nord.[33]

Elle est concernée par quatre formes cliniques sévissant a 1’état endémique : la
leishmaniose viscérale (LV), la leishmaniose cutanée sporadique du nord (LCS) et la
leishmaniose cutanée zoonotique (LCZ) et tout derniérement, la forme anthroponotique a L.
Killicki qui fut récemment signalée a Ghardaia.[34]

La LV se répartit sur toute la partie nord du pays au niveau des étages bioclimatiques
humides et subhumides.[24] , Dans laquelle pose un problemede santé en Algérie ou 111 cas
sont rapportés chague année.[35]

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

Tlemcen rend cette ville de I’Ouest un territoire potentiel pour cette forme viscérale.[24]
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La LCZ est la forme la plus rencontrée en Algérie. Elle correspond au clou de Biskra et
s’observe a I’état endémo-épidémique dans les régions arides et semi-arides, principalement
au niveau de la frange nord du Sahara[23] . Les foyers anciennement connus sont ceux de
Biskra a ’Est et Abadla a I’Ouest. Les nouveaux foyers tels ceux de Msila, Boussadda, Tiaret
et Béchar. Cette forme se singularise par son extension rapide a partir des foyers anciens et
devient de plus en plus fréquente au Nord au sein méme des zones d’endémie de LV. Les
nouveaux foyers au nord concernent Batna, Médéa, Tiaret et Bordj Bouarreridj .[36]

Dans la partie sud du pays et plus particulierement dans 1’Oasis de Ghardaia, il existe
une nouvelle espece a coté de leishmania major, L. Killicki appartenant au complexe
tropica.[34, 37] a été isolée au cours de ’année 2005 et identifiée comme L.killicki.[36]

La Leishmaniose cutanée sporadique (LCS) :elle se produit sur le littoral du nord du
pays , causée par L. infantum MON 24, avec Phlebotomusperfliewi comme vecteur et les

chiens impliqués comme réservoir.[5]

MEPDITEHRANE AN

<EA

A

'\
A
|

1/ L. killicki

Figure 8: Répartition géographique de L. infantum et de L. major en Algeérie.[24]

4.2.1. Manifestations cliniques :

Les manifestations d'infection Leishmania peuvent varier d'asymptomatique a la
maladie cliniqguement patente qui peut rester localisée a la peau ou disséminée aux mugueuses
orales et respiratoires supérieures ou partout dans le systeme réticula endothélial.
L’expression clinique dépend a la fois du tropisme des especes de Leishmania et de statut

immunitaire de 1’hote, ainsi que des modalités de sa réponse immunitaire .[38]
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4.3. Leishmaniose cutanee :
La LC peut se manifester avec une ou plusieurs Iésions cutanées sur les parties
découvertes du corps (visage, les membres supérieurs et les membres inférieurs) dans les

semaines ou les mois et parfois méme les années qui suivent la pigdre du phlébotome. [39-41]

ANOFEL

Figure 10 : Leishmaniose cutanée - pseudo-impitigineux[28]

En Algérie, la leishmaniose cutanée est observée sous deux formes cliniques et
épidémiologiques distinctes la forme cutanée sporadique du nord a Leishmania infantum et la
forme cutanée zoonotique a Leishmania major. Ces zoonoses sont observées dans 41 wilayas

sur les 48 que compte le pays. [42]

4.3.1. La leishmaniose cutanée zoonotique :

Elle est dite leishmaniose cutanée humide des zones rurales, la forme la plus fréquente
est la forme ulcéro-crolteuse, qui caractérise par une incubation courte (15 jours a 3 mois
apres la pigure infectante). La lésion se présente comme une papule qui évolue rapidement
vers une ulcération indolore, sauf en cas de surinfection ; Elle est habituellement arrondie ou

13
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ovalaire, bien circonscrite avec des contours réguliers. Elle mesure de 1 a 5 cm de diamétre ,
mais peut atteindre 10 & 12 cm . A coté de cette forme, il existe d'autres: ulcérovégétantes,
verruqueuses et plus rarement lupoides[23, 43]. Le nombre de Iésions est variable et dépend
du nombre de piqures infectantes, souvent unique, mais peuvent étre multiples .Elles siegent
le plus souvent sur les parties découvertes et exposées a la piqure des Phlébotomes (le visage ,
les mains , l'avant-bras et les membres inferieures) . Elles évoluent spontanément vers la
gueérison en 3 a 5 mois au prix d'une cicatrice rétractile indélébile. La durée d'évolution de la

leishmaniose cutanée zoonotique est habituellement courte. [24, 44]

4.3.2. La leishmaniose cutanée de nord :

Elle s’oppose a la leishmaniose cutanée zoonotique par de nombreux points. Sur le plan
clinique, la leishmaniose cutanée du Nord se presente comme une seule petite lésion siégeant
au niveau de la face, tres inflammatoire ; elle ne s’ulcére habituellement pas et, quand elle le
fait, ne se recouvre jamais d’une crotite épaisse. Sa durée d’incubation est longue, tout comme
sa durée d’évolution. La leishmaniose cutanée du Nord nécessite souvent un traitement afin
d’accélérer le processus de cicatrisation, qui ne se fait spontanément qu’au-dela d’un an .[24]
A cOté de ces deux entités nosoépidémiologiques .une troisiéme forme a été isolée a

Ghardaia et admet comme vecteur Phlebotomussergenti.

4.4. Leishmaniose viscérale :

Aussi connue sous le nom de kala-azar (la maladie noire). Ce type de leishmaniose se
développe des mois, voire des années apres I’inoculation du parasite et constitue la forme la
plus sévere de la maladie. Elle est presque toujours fatale en I'absence de traitement. Les
symptémes cliniques incluent entre autres la fievre, les douleurs abdominales, la diarrhée,
I'épistaxis, la splénomégalie, I'népatomégalie et la cachexie[45]. Elle existe aussi bien dans
I’ancien Monde que dans le nouveau monde et plus de 90% des cas sont retrouvés dans 6 pays

: Bangladesh, Brésil, Ethiopie, Inde, Soudan, and Soudan du sud).[46]
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Figure 11:Aspect clinique d’un enfant atteint de LV [28]

4.4.1. La leishmaniose viscérale infantile (LVI)

La LV infantile prédomine dans le pourtour du bassin méditerranéen. Elle touche
essentiellement le jeune enfant dans les tranches d’age situées entre 6 mois et 4 ans. D’apres
I’OMS, les enfants les plus touchés sont &gés de 1 a 4 ans.

La période d'incubation est variable et les manifestations de LV peuvent apparaitre de
10 jours a plus d’un an suivant I'exposition.

Le tableau clinique typique de la LVI est dominé par la triade classique : fiévre folle,
paleur cutané-mugueuse et splénomégalie stade IV.

La fievre est le signe le plus précoce, le plus courant et le plus constant. Elle est
intermittente, irréguliere et élevée (40a41°C).

La paleur est un signe d’anémie, est tout particulierement évidente sur peau claire, dont
la teinte cireuse attire 1’ceil.[18]

La splénomégalie est un signe précoce et fréquent (environ 80% des cas). La rate est
dure, lisse et indolore et peut devenir énorme, atteignant I’hypochondre gauche, c’est la plus

grosse rate infantile (stade 1V)
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L’hépatomégalie n’est ni aussi fréquente ni aussi précoce que la splénomégalie. Elle est
en genéral discréte ou modéree, rarement volumineuse. Le foie est indolore a la palpation et a
la percussion.

Un autre signe supplémentaire « La lymphadénopathie ». Des micropoly-adénopathies
superficielles, petits, fermes, indolores et mobiles apparaissent en cours d’évolution, aux cites
cervicaux et inguinaux, plus rarement axillaires. Ce tableau clinique peut se compliquer, avec
le temps, de signes d’atteinte digestive, pulmonaire et de troubles hémorragiques (gingivales
ou des épistaxis, parfois trés abondantes, plus rarement du purpura).une atteinte bronchique
est possible caractérisée par une toux seche, irritative et sans expectoration. [18]

4.4.2. La leishmaniose viscérale de ’adulte immunocompétent :

Le tableau clinique chez I’adulte est trés variable allant d’un seul signe, fievre isolée a
évolution prolongée, splénomégalie discréte ou une adénopathie cervicale isolée a un tableau
clinique typique associant une fiévre, un amaigrissement, une splénomégalie et
hépatomégalie. De plus, des manifestations cutanées sous formes de taches noiratres ou
bistres sont souvent associées, d'ou le nom de Kalaazar (fievre noire) donné en Inde a la LV

anthroponotique. [47]

4.4.3. La leishmaniose viscérale de I’adulte immunodéprimé :

La co-infection VIH/Leishmania mérite une attention particuliere car les deux
pathogenes ciblent les mémes cellules et exercent un effet délétére synergique sur la réponse
immunitaire cellulaire. Elle est associée a un pronostic plus sombre. La leishmaniose survient
principalement en cas de déficit immunitaire sévere : taux de CD4 inférieur a 200 par
microlitre dans 90 % des cas. Les patients ont habituellement tendance a développer d’emblée
une LV sans épisode cutanée préalable, méme avec des espéces dermotropes.[17, 48-50]

Dans ce cas, les atteintes inhabituelles bronchiques, digestives, ou tégumentaires et des
adénopathies multiples paraissent plus fréquentes. La triade clinique semble plus rare : la
splénomégalie en particulier peut manquer, mais la significativité de ces résultats reste
débattue.

De plus, les traitements anti leishmanies eux-mémes peuvent aggraver I’évolution de
I’infection & VIH. Ainsi, les antimoniés stimuleraient la réplication du VIH. La co-infection

correspond donc a un cercle vicieux qui nécessite une prise en charge spécifique.[48]
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La LV survenant chez I’adulte immunodéprimé non VIH ne présente pas de
caracteristiques cliniques particuliéres. Toutefois, le serodiagnostic est ici plus constamment
positif.[48] Les principales étiologies d’immunodépression sont les suivantes : hémopathies
(leucémie lymphoblastique aigué, leucémie myéloide chronique et maladie de Hodgkin),
lupus érythémateux disséminé, maladie de Crohn, sarcoidose et fievre typhoide. Les déficits
immunitaires iatrogenes consecutifs et I'emploi des corticoides et autres immunosuppresseurs,
utilisés pour traiter une infection ou accompagner une greffe d'organe, sont également

responsables de LV.

5. Traitement de la leishmaniose :

5.1.L’amphotéricine B :

L’amphotéricine B (Fungizone®), antifongique utilisé¢ dans le traitement des mycoses
systémiques, représente un antileishmanien puissant utilisé dans le traitement des
leishmanioses graves (viscérales et muqueuses) ou résistantes aux antimoniés. Bien que
toxique pour la fonction rénale, du fait de son prix abordable, c’est I’'une des solutions au
probleme de la résistance. La Fungizone s’administre en perfusion intraveineuse lente a la
posologie maximum de 1 mg/kg par jour (un jour sur deux) sous surveillance médicale
pendant 3 a 4 semaines.

L’amphotéricine B conventionnelle est actuellement en France remplacée par une
formulation lipidique, la forme liposomale étant la plus utilisée (Ambisome®). Ce produit a
I’AMM pour son usage dans la 14 © UMVF - Université Médicale Virtuelle Francophone
leishmaniose viscérale et a montré une toxicité inférieure a celle de la forme conventionnelle,
avec une efficacité accrue dans la leishmaniose viscérale du sujet immunocompétent et
immunodéprimé. Le protocole proposé chez le patient immunocompétent est une injection
quotidienne de 3 mg/kg pendant 5 jours, plus uneinjection a méme dose au dixieme jour (dose
totale : 18 mg/kg). Une dose cumulée plus élevee est sans doute nécessaire chez
I’immunodéprimé.[28]

Il ya aussi :
L’ Amphocil®:

Amphotéricine B en dispersion colloidal. C’est une dispersion lipidique

d’amphotéricine B et de cholestérol. Des essais cliniques ont fait preuve d’une bonne

efficacité et d’une toxicité moindre. La dose est de 2mg /kg/j pendant 7 & 10 jours.
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L’Abelcet® :

Est un complexe lipidique d’amphotéricine B avec des phospholipides.

5.2. La pentamidine :

Pentamidine Seul I’iséthionate de pentamidine, commercialisé sous le nom de
Pentacarinat®, est disponible. Il est aujourd”hui surtout utilisé comme médicament de
premiere intention dans le traitement de certaines formes de LC en cure courte. Il s’administre
par voie parentérale, a la dose de 4 mg/kg et par injection.[28]

Son mode d’action non complétement élucidé semble s’effectuer, soit par inhibition de
la synthése de I’acide désoxyribonucléique (ADN) par blocage de la thymidine-synthétase,
soit par fixation sur 1’acide ribonucléique (ARN) de transfert .[51]

La pentamidine peut induire des effets secondaires immediats, de type allergique ou
local, surtout en cas de perfusion rapide. Les effets toxiques survenant au cours d’une série
d’injections sont dépendants de la dose et peuvent atteindre les muscles, le rein, les lignées

sanguines, le pancreas et entrainer des diabétes insulinodépendants.[28]

5.3. Antimonies pentavalents :

L'efficacité des antimoniés dans le traitement des leishmanioses est confirmée par pres
d'un siecle d'utilisation. Les produits disponibles sont I'antimoniate de méglumine
(Glucantime®) en France et le stibogluconate de sodium (Pentostam®) dans les pays anglo-
saxons. Le traitement se prescrit par voie intramusculaire, intraveineuse ou en intralésionnel
(formes cutanées). Dans les leishmanioses viscérales, la posologie est de 20 mg/kg par jour de
dérivé pentavalent d'antimoine pendant 4 semaines. En raison de sa toxicité cardiaque
(conduction ventriculaire), rénale et pancréatique, ce traitement, peu onéreux par lui-méme,
impose un suivi biologique et clinique étroit. C'est le traitement de premiére intention dans les
zones d'endémie a faibles revenus. Malheureusement, en Inde, les résistances aux antimoniés

sont de plus en plus fréquentes.[28]

5.4. Miltéfosine :

Elle a été initialement développée comme un anticancéreux par voie orale. Son effet
antileishmanien a été montré secondairement. Les effets secondaires sont essentiellement
digestifs : anorexie, nausées, vomissements et diarrhée. Plus rarement, les effets secondaires
peuvent étre sérieux nécessitant un arrét du traitement : éruption cutanée, hépatite toxique ou

insuffisance rénale.
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La miltéfosine est potentiellement tératogene et ne doit pas étre utilisée chez la femme
enceinte. Une contraception orale est obligatoire chez les femmes en &ge de procréer pendant
le traitement et trois mois apreés son arrét. La miltéfosine doit étre prise apres les repas.
L’OMS recommande la miltéfosine a la dose de 2,5 mg/kg par jour pendant 28 jours pour la
leishmaniose cutanée due a L.mexicana, L.guyanensis et L.panamensis. Des taux de guérison
de 70 a 75 % ont été observés dans la leishmaniose cutanée a L.braziliensis au Brésil, en

Colombie et en Bolivie. [52]

D’autre agent

5.5. L’allopurinol :

Cet analogue structural de ’hypoxanthine (Zyloric®) a la propriété de s’incorporer a
I’ARN des leishmanies sur lesquelles il a un effet 1étal. La posologie utilisée est de 20
mg/kg/j, par voie orale, il s’élimine rapidement par voie rénale. [18]

L'aminosidine sulfate, ou paromomycine, est d'efficacité demontrée dans la
leishmaniose viscérale a L. donovani en Inde (voie intramusculaire) et dans la leishmaniose
cutanée localisée a L. major (forme topique, non disponible en France). L'atovaquone et des

triazolés, seuls ou associés a des antimoniés, font I'objet de quelques essais limités[28].

5.6. L’aminosidine :

(Gabbromycine) est un antibiotique de la famille des aminoglycosides. Le mode
d’action leishmanicide parait lié¢ a un défaut de lecture de I’ ARN messager[53]. Elle est
administrée en IM ou en IV a la dose de 16 a 20 mg/kg pendant 21j en monothérapie ou
associé aux antimoniés. Dans deux études non randomisées, I’aminosidine montre une

meilleure efficacité dans la prévention des rechutes que I’antimoine
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1. Présentation :

Les composes antimoniaux pentavalents restent le traitement de premiére ligne contre
les formes cutanées et viscérales de leishmaniose en Afrique du Nord. L'Antimoniate de
Méglumine (Glucantime®) conventionnelle sont inscrits sur la Liste nationale des
médicaments essentiels. [54]

Le Glucantime®, il est sous forme d'une boite de 5 ampoules de 5 ml correspondant a 1,5
g d'Antimoniate de Méglumine (la figure 1), a reconstituer avec de I'eau pour préparation
injectable, a usage parentéral intramusculaire, intraveineux et intra lésionnel.[55]

L’antimoniate de méglumine est commercialisé par Sanofi-Aventis.[56]

1,5¢/5ml

antimoniate de méglumine

1 1 o
Solution injectable
Voie intra-musculaire ou locale <

5 ampoules de 5 ml

SANOFI2

Figure 12: Modele d’une boite du Glucantime®.[57]

e Substance active : Méglumine antimoniate.
e Excipients : Potassium désulfite.
Sodium sulfite anhydre.
Eau pour préparations injectable.
e Excipients a effet notoire : Potassium disulfite.
e Mode d’emploi du médicament : La solution peut étre injectée par voie

intramusculaire ou directement dans Iésions cutanées.[55]
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1.1.Dénomination et composition de médicament :

GLUCANTIME 1,5 g/5 ml, solution injectable.
. Antimoniate de Méglumine 1,5000 g
[ ]

Quantité correspondante en antimoine 0,4050 g

Pour une ampoule de 5 ml. [58]

1.2. Classe thérapeutique :
e Dérivés de I'antimoine.

e Antiparasitaire ; Anti-leishmanies.[55]

2. Propriétés physico chimiques de produit :
Deux sels pentavalents d’antimoine chimiquement voisins

distincte, sont disponibles de nos jours :

L’antimoniate de méglumine (Glucantime®), et les tibogluconate de sodium (Pentostam®).

[18]

2.1.Le nom et I’origine de la substance :
Le nom : Antimoine, sels pentavalents.

L’origine : L’antimoniate de méglumine et le stibogluconate de sodium sont obtenus

par syntheése.[59][13]

, mais a teneur en antimoine

lf't'i'.r-,.'hl-'l' ':':l;:- HEI
P
g T ‘?}g-‘" HO-
PR S - N A
HO el IR o oy OH
S H e o MNa* H "qh
HO H

sodium sthilhagivconate

> -OH
\\:‘f OH o '

. ;
OH |.r‘1l|"""JI

megiunnine antirmoniafe

Figure 13 :Formule chimique Antimoniate de Méglumine et de Stibogluconate de

sodium.[60]

2.2.Formule brute :

Antimoniate de Méglumine : C7 Hig NOs Sb.
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2.3.Propriétés Physicochimique :

o Couleur: Antimoniate de méglumine: blanche

o Forme: Cristaux.

. Poids moléculaire: Antimoniate de méglumine: 366g/mole.
Description:

o Antimoniate de méglumine : odeur faible.
o Facilement soluble dans I'eau.
o Le pH de la solution obtenue est compris entre 6 et 7.
. I1 est insoluble dans 1’alcool ; I'éther et le chloroforme.[59]
Durée de conservation :
e Avant ouverture : 3 ans. A l'abri de la lumiére.

e Aprés ouverture : le produit doit étre utilisé immédiatement.[57]

3. Posologie et mode d’administration :

La posologie recommandée par 'OMS est de 20 mg d'Sb par kilogramme et par jour
(avec un maximum quotidien de 850 mg), pendant 20 jours.[61]

Mode d’administration

L’intraveineuse est beaucoup moins douloureuse. Chez les adultes, le médicament doit
étre administré dilue dans 50 a 200 ml de solution glucosée a 5 % pendant 30 a 60
minutes.[56]

La voie intramusculaire il est conseillé de ne pas dépasser 850 mg/j en ce qui concerne
le traitement des leishmanioses viscéerales, mais cette limitation pourrait cependant entrainer
I’apparition de résistances.[62]

Le traitement doit étre pour suivi jusqu’a guérison clinique et biologique.[62]

> Pour la posologie du (Glucantime®) selon le service de dermatologie CHU
Tlemcen est la suivante:[63]

e Chez I’adultes : 60 mg/kg/jr avec une dose maximale de 100 mg/kg/jr.

e Chez I’enfant: soit la demi-dose : 30 mg/kg/jr.
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4. Indication de traitement :
L'antimoniate de glucamine s'utilise selon des schémas variables d'un pays a l'autre, a
des doses plus ou moins fortes, mais toujours en cures, espacées de période de repos destinées

a assurer I'élimination de I'antimoine.[59]

4.1.Leishmaniose cutanée :

A I'exception des formes a Leishmania Braziliensis et Leishmania Amazonensis :
Les injections au niveau des Iésions ne doivent étre envisagées qu'au stade précoce.
L'infiltration doit étre profonde jusqu'a l'obtention d'un blanchiment complet a la base de la
Iésion.

Un traitement par voie générale est nécessaire quand les lésions 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.[64]

4.2.Les leishmanioses cutanées localisées :

Les leishmanioses cutanées localisées (LCL) de 1’ Ancien Monde due a Leishmania-
tropical et Leishmania major peuvent bénéficier d’un traitement intra-lésionnel par une
solution de Glucantime® diluee a 30 p. 100 (300 mg/ml) en cas de Iésions ou peu
nombreuses. 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 Iésion et de son évolution sous traitement.[65]

4.3.Les leishmanioses Vésicales :
Le traitement de la LV du sujet immunocompétent recommandé par I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS)est a la posologie de 20 mg de DPA/ Kg/ j, soit 60 mg
d’antimoniate de méglumine /Kg/j sans limitation de dose, pendant 28 jours par voie IM

profonde ou IV en cas de thrombopénie.[58]

4.4.Les leishmanioses cutanéo-muqueuses :
Le traitement de longue date de la LM a été les médicaments antimoniaux

pentavalents (20 mg / kg / jour administrés par voie intraveineuse ou intramusculaire) pendant

28 jours avec ou sans pentoxifylline.[66]
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5. Contre-indication :

La prise de Glucantime® nécessite I'avis de son médecin ou de son pharmacien. Il
contient des sulfites et peut provoquer des réactions allergiques séveres et une géne
respiratoire.[57]

Quand ne pas utiliser ce médicament ?
« Hypersensibilité méglumine antimoniate.
« Hypersensibilité sulfites.
« Hypersensibilité antimoine.
« Insuffisances rénales, cardiaque ou hépatique.[67]
« Hypersensibilité a I'un des constituants :

En cas d'allergie aux anti-leishmanies ou a I’un des autres composants contenus dans ce
médicament, ou en cas de maladies du foie, rein ou du cceur, la prise du médicament
Glucantime® est contre-indiquée.

» Grossesse:

La prise du médicament Glucantime® en cas de grossesse doit se faire sous avis
médical, néanmoins le traitement sera instauré car la leishmaniose viscérale est une maladie
pouvant étre fatale.[57]

* En cas d’allaitement :

Le passage ou non de l'antimoniate de méglumine dans le lait maternel n'est pas connu a
ce jour. En conséquence, l'allaitement est déconseillé en cas de traitement par
Glucantime®.[64]

6. Mises en garde spéciales et précautions d'emploi :
v" Surveillance fonction hépatique.
v" Surveillance fonction rénale.
v' Anomalie de la fonction hépatique.
v" Anomalie de la fonction rénale.
v" Surveillance ECG.
v Risque d'allongement de l'intervalle QT.
v" Syndrome congénital du QT long.
v' Maladie cardiaque.[67]
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6.1.Mises en garde spéciales :

En raison du risque d'intolérance a I'antimoine, il est conseillé de surveiller, les
fonctions hépatique et rénale tout au long du traitement. En cas d'anomalies, diminuer les
doses.

Ce médicament contient du « sulfite » et peut, dans de rares cas, provoquer des

réactions d’hypersensibilités séveres et des bronchospasmes.[68]

6.2.Précaution particuliéres d’emploi :
Une alimentation riche en protéines doit étre administrée pendant toute la durée du
traitement, celui-ci étant précédé si possible par la correction d'une éventuelle carence en fer

ou de toute autre carence spécifique.[58]

7. Les effets indesirables de ce médicament :

Comme tous les médicaments, ce médicament peut provoquer des effets indésirables,
mais ils ne surviennent pas systématiquement chez tout le monde.[57]

Les effets indésirables courants du traitement a I'antimoine comprennent I'anorexie, les
nausees, les vomissements, les douleurs musculaires, les maux de téte, la léthargie et les
douleurs osseuses et articulaires.[69]

Le risque d'effets indésirables graves avec ce traitement est probablement plus élevé
chez les patients plus agés que chez les plus jeunes, ce qui justifie des conseils spécialisés et

un suivi trés proche.[56]

8. Tolérance de produit :

La tolérance de cette molécule est variable d’un sujet a un autre et on décrit
classiquement deux tableaux d’intoxication au Glucantime® : la stibio-intolérance et la stibio-
intoxication.[70]

Les accidents de stibio-intolérance consistaient en I’apparition de : fiévre, toux, rash
cutané, erythéme ausite d’injection, myalgies, asthénie et vomissements.[71]

La stibio-intoxication survient, quant a elle, plus volontiers en fin de traitement, voire
méme apres I’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.[72]
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9. Interactions médicamenteuses :

Médicaments connus pour induire un allongement de l'intervalle QT. L'antimoniate de
méglumine doit étre utilisé avec précaution chez les patients recevant des médicaments
connus pour induire un allongement de l'intervalle QT (par exemple certains anti-arythmiques
de classe 1A et 111, certains antidépresseurs tricycliques, certains macrolides, certains

antipsychotiques, d’autres antiparasitaires).[57]

10.Pharmacocinetique :

10.1. Absorption :
L’absence d’absorption digestive de ’antimoniate de N-méthyl glucamine impose une

injection par voie parentérale.
Aprés administration IM de 10 mg/Kg d’antimoine pentavalent un pic sérique de 10 pg

/ml est atteint en quinze minutes.[65]

10.2.  Distribution :

Le temps de distribution est de 51 minutes.[65]

L’antimoine pénétre dans le corps par la circulation sanguine ou il se répartit
difféeremment suivant la valence. L’antimoine pentavalent serait sous forme chargée en
conditions biologiques, alors que la spéciation de 1’antimoine trivalent dans les solutions et
dans les fluides corporels est moins bien comprise.[73]

Chez I’homme, dans la population générale, ’antimoine est retrouvé dans les fluides et
tissus a de tres faibles niveaux, de ’ordre de 7 mg pour ’ensemble du poids corporel.[74]

L’antimoine a été dosé dans le lait et le placenta de femmes exposées
professionnellement a des poussiéres d’antimoine. Le facteur de transfert depuis les aliments

vers le lait maternel a été estimé a 13,2 (en g Sh/kg aliment/g Sb/L de lait).[74]

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 in vivo de ces
produits est due a une réduction en forme trivalente.

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

et I'on ne trouve plus trace d'antimoine dans les urines aprés 48h.
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Au cours du traitement avec des doses répétées, la concentration plasmatique et
I'excrétion urinaire augmentent mais la balance antimoniée reste positive chez le patient.[59]

Reéactivité avec les composants cellulaires :

L’antimoine est affin des résidus thiols (groupement SH) mais moins que 1’arsenic. Ceci
pourrait expliquer son affinité pour ’hémoglobine 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[75].11 a été prouvé que ’antimoine trivalent peut se conjuguer a la
Glutathionne (GSH). Cependant, il semble que le complexe Sb-GSH soit plus instable que le
complexe arsénié.[73]

10.4. Demi-vie et Elimination :

L’élimination urinaire est rapide, 50 p. 100 dans les 6 heures et80 p. 100 dans les 24
heures qui suivent I’injection. Elle peut étre incompléte, avec risque d’accumulation. [73]

Il est éliminé en quelques jours par voies urinaire et biliaire (avec un cycle entéro-
hépatique) pour les dérivés pentavalents et plus lentement (quelques semaines) par voie fecale
et un peu par voie urinaire (demi-vie d'élimination urinaire d'environ 95 heures) pour les
dérivés trivalents (dont le trioxyde d'antimoine)[76,77]

Chez ’homme, plus de 80 % de I’antimoine pentavalent (stibogluconate) injecté en

intraveineux est excrété dans les urines au bout de 6 a 8 h.[74]

10.5. Mode d’action :

Les composes d'antimoine trivalent semblent interagir avec le métabolisme du thiol,
induisant ainsi une fragmentation de I'ADN. D'autres rapports ont suggeré que les
antimoniaux pentavalents inhibent spécifiquement I' ADN topoisomérase de Leishmania type
I, qui agit sur le métabolisme des purines pour favoriser I' épuisement de I' ATP et du GTP

réduisant ou épuisant par la suite I'énergie du parasite.[78]

11.Toxicité :

11.1. Chez ’homme :
Adulte :
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.[79]

28


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antimony-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dna-topoisomerase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dna-topoisomerase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dna-topoisomerase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dna-topoisomerase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/guanosine-triphosphate
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/guanosine-triphosphate

GLUCANTIME”

Enfant :
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.[79]

11.2. Les effets cliniques :
11.2.1. Intoxication aigue :

La toxicité aigué€ de I’antimoine dépend de sa solubilité dans I’eau et de son degré
d’oxydation.

Ont été signalés également des troubles du rythme cardiaque, des atteintes hépatiques,
des infections du sang, ainsi que, lors d’intoxications modérées, des crampes et douleurs
musculaires et articulaires, et des signes plus généraux (tels que céphalées, vertiges, asthénie,

courbatures, et fievre).[74]

11.2.2. Intoxication chronique :

On ne connait pas encore exactement les conséquences d'une exposition faible repétée
ou continue (faible de longue durée) aux dérives d'antimoine. Les études existantes se
contredisent et sont difficiles a interpreéter, étant donné qu’il y a souvent exposition a
différentes substances, ou qu’il n’existait pas de groupe controle pour 1’étude.

Cependant, lors des expositions (professionnelles) répétées a ’antimoine, plusieurs

pathologies ont été recensées.[74]

11.3. Description analytique des effets clinique :
o Hématologiques :
Les sels pentavalents d'antimoine sont responsables de troubles hémorragiques plus
rarement d'anémie hémolytique.
Un cas d'agranulocytose est apparu au 6éme jour du traitement par I'antimoniate de
méglumine chez un enfant.[59]
o Cardiovasculaire :
Modification de I’électrocardiogramme : inversion de l'onde T, allongement de QT (ces
signes disparaissent a l'arrét du traitement par les sels d'antimoine) bradycardie, myocardite,

choc cardiogénique, mort subite...
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J Autres effets comme :
Les effets respiratoires, neurologiques, gastro-intestinaux, dermatologiques, oculaires et
ORL, immunologiques, métaboliques, hépatiques, urinaires, et effet sur le systeme
endocrinien et de la reproduction.[59]

12. Traitement :

12.1. Principes généraux :
Ils consistent en :
e Arrét du médicament deés qu'il y a apparition des signes delastibio-intolérance.
e Traitement symptomatique des différentes perturbations.

e Traitement antidotique (chélation).[59]

12.2.  Traitement symptomatique et specifique :
- L'arrét du meédicament suffit dans les incidents simples.
- 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.[59]
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LE GLOBULE ROUGE

1. Définition :

Décrit pour la premiére fois en 1674 sous le terme de globule rouge par le hollandais
Leeuwenhoek, I'érythrocyte ou hématie est une cellule mature formée dans la moelle osseuse
lors du processus de I'érythropoiese.[80]

Les globules rouges sont des cellules anucléées dont le constituant essentiel est une
hémoprotéine de liaison de l'oxygene : I'hémoglobine (environ 14,5 g / 100 ml). Le rdle
principal de ces cellules est d'assurer le transport de I'oxygene et du gaz carbonique entre les
alvéoles pulmonaires et les tissus.[81]

La durée de vie des érythrocytes de circulation est limitée prés de100-120jours.[82]

2. Morphologie et données quantitatives:

2.1. Morphologie :
Le globule rouge est une cellule discoide biconcave de 7 a 8 um de diametre, dépourvue
de noyau, de mitochondrie et de ribosome.[83]
C’est un sac déformable qui présente une forte plasticité et qui contient un pigment
rouge : ’hémoglobine, nécessaire aux échanges gazeux.
Elle prend une coloration rose vive au MGG, avec en son centre, une zone plus claire.
Sa structure se décompose schématiquement en trois éléments : la membrane érythrocytaire,

les enzymes, et ’hémoglobine.[84]

Vue de surface

Vue de coups

Figure 14: La structure du globule rouge .[85]
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2.2.Les données quantitatives :

Tableau 1: les valeurs normales du globule rouge par litre :

Cellules Homme Femme Enfant 1an | Nouveau-né

Globules rouges | 4,5a59x102 |4a5.4x10? |3.6a5x10? |43a6x1012

e Le taux d’hémoglobine est exprimé en grammes par decilitre (g/dL).
e Le VGM (Volume Globulaire Moyen) est actuellement mesuré directement par les
appareils automatiques lors d'un hémogramme:
(VGM) de l'adulte = 85 — 95 fLL (= 10 x Hte / Nb de GR)
Il definit : Microcytose si < 80 fL
Macrocytose si > 100 fL
Normocytose si 80 — 100 fL
Autres constantes du globule rouge :
e CCMH (concentration corpusculaire moyenne en Hb) = 32 - 36 g/dl (100 x Hb /
Hte).[86]

3. La membrane érythrocytaire :

La membrane érythrocytaire est une structure complexe composée d'une bicouche
lipidigue et d'un cytosquelette a base de protéines attachés ensemble par des protéines
transmembranaires, telles que la bande protéique 3 et les glycophorines[87]. Elle renferme 52
% de protéines, 40 % de lipides et 8 % de glucides.[88]

3.1.Les lipides :
Les phospholipides sont les constituants principaux des membranes biologiques, et leur

classe principale est les glycerophospholipids.

En 1972, SIGER et NICOLSON ont propose le modéle de « la mosaique fluide » pour
la structure de membrane, qui suggéré que les membranes soient des structures dynamiques
composeées des protéines et des phospholipides dans une matrice a double couche
phospholipidiques[89]lls sont formés essentiellement de : 60% de phospholipides (les
constituants principaux des membranes biologiques),30% de cholestérol non estérifié et 10%

de glycolipides. [90]
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» Les phospholipides :

Elle est constituée principalement de phospholipides. Les chaines d’acides gras des
phospholipides de chaque feuillet se font face a I’intérieur de la bicouche, constituant la partie
hydrophobe. Les tétes polaires sont disposées vers le plasma (feuillet externe) ou le
cytoplasme (feuillet interne). Ces phospholipides sont disposés de maniére asymétrique dans
la double couche : phosphatidyl cholines et sphingomyélines prédominent dans le feuillet
externe tandis que les aminophospholipides (phosphatidylsérines et
phosphatidyléthanolamines) prédominent dans le feuillet interne. Les phospholipides ont
tendance a changer d’emplacement malgré la difficulté pour les tétes polaires de franchir la
barriére hydrophobe de la bicouche.[91]

» Cholestérols :

Le cholestérol qui est le principal rigidifiant des membranes en condition physiologique.
Il augmente la micro-viscosité et le degré d’ordre. 11 s’associe de préférence a certains

phospholipides tels que la sphingomyéline.[92]

groupe Rhésus D alycophotine C glycosylations

groupe ABC

Figure 15: La structure de la membrane érythrocytaire.[93]

3.2.Les proteines :

Les protéines de la membrane des globules rouges sont classées en deux catégories: les
protéines dites intrinseques ou transmembranaires, parce qu'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.[90, 94]

» Les protéines intrinséques : (transmembranaires)

Protéines intégrales ou protéines intrinséques sont fixés en permanence a la principale
membrane, il pénetre a travers la bicouche lipidique. Toutes les protéines transmembranaires

sont des protéines intégrales. Les exemples sont les glycophorines, bande 3 et Aquaporin 1. Il
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contient partie hydrophobe qui interagit avec phospholipide membranaire. Les extractions de
protéines intégrales ont besoin I'utilisation d'agents puissants qui solubilisent la bicouche de
phospholipides pour libérer protéines. [90, 94]

» Les protéines extrinseques :

Les Protéines périphériques ou les protéines extrinseques sont temporairement attaché a
la couche lipidique ou ils se lient a d'autres protéines intégrales. 1l comprend I'actine, la
spectrine et la tropomyosine, ankyrine, protéine 4.1 et protéine 4.2. Les protéines
périphériques sont séparées par perturbation de la liaison hydrogene entre les protéines a la
surface de la bicouche phospholipides, sans détruisant la membrane.[90, 94]

3.3. Les propriétés physiques de la membrane:
» Asymétrie :

Toutes les membranes biologiques sont constituées de deux feuillets dont les
compositions lipidiques sont différentes, sauf le cholestérol qui se trouve en quantité
équivalente pouvant basculer facilement de 1’un a I’autre.

e Le feuillet interne est caracterisé par les phosphatidyl-sérine (amphotere) et
phosphatidyl-éthanol-amine (charge négative).

e Le feuillet externe est caractérisé par la sphingomyéline (charge négative) et la
phosphatidyl-choline (charge négative).

L’asymétrie des lipides entraine ainsi une asymétrie de la charge globale de chaque
feuillet. On visualise également une asymétrie des protéines présente dans la double couche
phospholipidique; ces protéines participent a caractériser les propriétés de la membrane, que
cela soit du coteé intracellulaire ou extracellulaire.

La plus grande asymeétrie est celle présente au niveau des glucides, en effet tous les

motifs glucidiques sont localisés sur le feuillet externe de la membrane plasmique.[91]

> Fluidité :

La mobilité des lipides est nécessaire pour I’activité cellulaire. Ils peuvent se mouvoir
de différentes maniéres au sein de la membrane : rotation, diffusion latéral et flip flop
(passage d’un feuillet a I’autre).

Certaines protéines vont étre bloquées par des structures intracellulaires ou

extracellulaires via des interactions protéines-protéines ou interactions avec le cytosquelette.
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La fluidité membranaire intervient dans différentes fonctions cellulaires : absorption,
sécrétion, protection, adhérence, communication, interaction avec la matrice, etc.

La fluidité est influencée par différents facteurs, des facteurs externes comme la
température (une augmentation de la température entraine la fluidification de la membrane) et
des facteurs internes :

e Lacomposition en acides-gras : Plus les chaines carbonées des acides-gras sont
courtes et insaturées plus la membrane est fluide.

e La proportion de cholestérol : Le cholestérol renforce la solidité et rigidite
membranaire et correspond jusqu’a 50% des lipides totaux de la membrane.

e Le nombre de protéines : Les protéines diminuent la fluidité membranaire.[95,96]

3.4.Les echanges transmembranaires :
Les échanges a travers la membrane sont essentiellement de deux ordres : par diffusion
simple, et par un processus actif agissant contre un gradient de concentration.

a) Le transport passif :

Le transport passif se fait a travers des « pores » de la membrane suivant le gradient de
concentration des ions. 1l ne nécessite pas d'énergie. Nous pouvons distinguer quelques types
de ce transport: diffusion simple, diffusion facilitée et osmose.[97]

e Ladiffusion simple : intéresse I'eau et les anions inorganiques et semble se faire a
travers des pores de la membrane, dont le diametre serait de l'ordre de 3,5a 4,5
A°.[97]

b) Le transport actif :

Le type de transport actif (AT) permet le mouvement des solutés contre un gradient de
concentration (de faible concentration a forte concentration). C'est possible en raison de la
dépense d'énergie utilisée (hydrolyse de I'ATP). 1l existe deux principaux types de transport
actif: transport actif primaire (direct) qui utilise directement I'ATP pour I'énergie et le
transport actif secondaire (indirect), également appelé co-transport et implique le transfert de
deux molécules distinctes (symport, dans la méme direction ; antiport, dans des directions

opposées).[97]
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Biofacuite
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Figure 16: Les échanges transmembranaires.[98]

c) Les échanges cation :

Les échanges des cations se font pour leur plus grande part, par mécanisme actif. Les
concentrations en Na+ et K+ intracellulaires sont maintenues par un systéme complexe de «
pompes a sodium- 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 énergétique fourni essentiellement par I'ATP, il agirait par une modification
conformationel 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 l'extérieur en échange de deux K+ maintenus dans I'intérieur.
Un second systeme d'échange constitue le co-transport Na+ K+. Ce systeme est bidirectionnel
et transporte Na+ et K+ vers et en dehors de la cellule. Le passage d'un ion a travers la
membrane est obligatoirement dépendant de la présence du second ion du méme coté de la
membrane.[97, 99]

[ @ K ion
High [Na*]
@ nNa*ion Low [K*]
® o
® Extracellular

Cytoplasm
= High [K*]

Low [Na*]

Figure 17:La pompe Na*/K*.[100]
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4. Hémoglobine :

Depuis plus de 100 ans, I'némoglobine est connue comme la molécule d'échange de gaz
présente dans les globules rouges qui est responsable de l'apport d'oxygene aux tissus et par la
suite de I'élimination du dioxyde de carbone. [101]

L’hémoglobine est une molécule caractéristique des globules rouges, c’est une
métalloprotéine contenant de fer qui se trouve a I’intéricur des hématies et est responsable de
couleur rouge de sang. [102]

C’est un tétramere de chaine de globine (a et ) et chaque unité globine est associée a
un groupe héme, qui contient un atome de fer capable de s’associer a ’oxygéne.[102]

La globine est une protéine de 141 ou 146 AA, de structure enroulée sur elle-méme, et

au sein de laquelle se positionne une molécule d’héme, dans une poche hydrophobe. [86]

Hémoglobine

chaine o — i chaine

globule rouge
chaine B € -

polypeptide en
forme d’hélice

Figure 18: Les paires de chaine polypeptidiques contenant une porphyrine et un
atome de Fer.[103]

L'ion ferreux établit 5/6 liaisons de coordinence : quatre avec les quatre N de I'héme,
une avec le N d'un acide aminé de la chaine polypeptidique (I'histidine) et dans la forme
oxygénée une liaison avec I’dioxygeéne(0O2). (La figure 6)

Le fer peut exister sous 2 formes dans la molécule :
e sous forme ferreuse, ion Fe2+ : seule forme active de I'némoglobine humaine. On
parle d'oxyhémoglobine. (interaction réversible avec O2).

e sous forme ferrique, ion Fe3+ : on parle de méthémoglobine.[104]
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Figure 19: La molécule d'heme. [105]

5. L’hémolyse :

5.1. Définition

L’hémolyse est un phénomene irréversible due au vieillissement des GR c’est donc une
mort physiologique par sénescence .C’est la destruction des globules rouges arrivés au terme
de leur vie circulatoire de 120 j, associée a la libération puis au catabolisme de
I’hémoglobine.[106]

Elle peut étre pathologique, par 2 mécanismes principaux : hémolyse corpusculaire et
extra-corpusculaire, soit par une anomalie de la structure des globules rouges, soit du fait d'un
événement extérieur, qu'il soit mécanique, toxique ou immunologique.[106,107]

a) Hémolyses intra vasculaire

En cas d’hémolyse intra-vasculaire, I’hémoglobine plasmatique est libérée dans le
plasma par la destruction globulaire. L’haptoglobine (une alpha-globuline anti-oxydante qui
limite la toxicité du fer de I’hémoglobine) lie les molécules de globines libérées, alors que
I’hémopexine prend en charge les molécules d’héme.[108]

b) Hémolyse extravasculaire :

L’hémolyse extravasculaire est secondaire a I’activation du systéme monocyte-
macrophage et se produit essentiellement dans la rate. L’hémolyse extravasculaire est
caractérisée par des modifications membranaires globulaires avec I’expression de

phosphatidylsérine et de haut niveau d’annexine V (marqueur d’apoptose).[108]

5.2. Signes de vieillissement des érythrocytes :
L’hémolyse pathologique ou hyper hémolyse liée a la modification de 3 facteurs vitaux

pour le GR :
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» Modification et altération de la membrane :

L’hémolyse, faisant suite a une altération ou rupture de la membrane érythrocytaire
quelle qu’en soit la cause, se caractérise par un rélargie de I’hémoglobine et plus
généralement du contenu intra-érythrocytaire dans le plasma.[109]

Provoque des trouble des échanges ioniques (du a la diminution de ATP) entraine une
augmentation du Ca (et du sodium) et diminution du potassium intracellulaire, induisant une
déshydratation et la déformabilité (diminution de I'activité des canaux calciques).[110]

> Modification de métabolisme énergétique :

Trouble des échanges ioniques (d( a la diminution de ATP) entraine une augmentation
du Ca (et du sodium) et diminution du potassium intracellulaire, induisant une déshydratation
et la déformabilité (diminution de l'activité des canaux calciques).[110]

» Catabolisme de I’nhémoglobine :
La présence d’especes réactives d’oxygene est due a I’auto oxydation d’hémoglobine Le

stress oxydant engendre un desordre de cytosquelette et la perte d'asymetrie lipidique.[110]

5.3.L’hémolyse d’origine médicamenteuse :

Au cours de la vie, il peut occasionner une hémolyse aigu€ a la suite d’un épisode
infectieux ou d’une exposition a certains médicaments ou toxiques[111]. Certains ont été
associés a des cas d’hémolyse aigué lorsqu’ils étaient utilisés a des doses supérieures aux
doses recommandées.[112]

Aussi, I’hydrure de ’antimoine, semble produire un effet hémolytique semblable a celui

de ’arsine. [113]

5.4.Diagnostique d’hémolyse :

» Hémolyse chronique :
. Hyper-bilirubinémie indirecte supérieure a 10 mg/I
] Elévation des LDH de I'urobiline.
. Elévation du fer sérique, du coefficient de saturation et de la ferritine.
. L’haptoglobine est diminuée, I’hémoglobinémie et I’hémoglobinurie sont augmentées
mais ces trois ¢léments sont modifiés surtout dans I’hémolyse intra-vasculaire. [114]
» Hémolyses aigue
. Hémoglobinémie et hémoglobinurie importantes. Haptoglobine effondrée

. L’hyper-bilirubinémie indirecte est inconstante et tardive. [114]
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PATIE EXPERIMENTALE

1. Problématique :

Les leishmanioses sont des infections parasitaires communes a I’homme et a certains
animaux, engendrées par un protozoaire flagellé, du genre leishmania. Dans notre pays, ces
parasitaires ne sont pas marginales.

En effet, selon les données épidémiologiques identifiées a partir dans relevées mensuels
des 48 wilayas et remis par I’institut national de santé publique (INSP) I’évaluation spatio-
temporelle de la maladie s’est faite plus au sud qu’au nord.

Dans le monde, on observe chaque années 500,000 nouveaux cas de leishmaniose
viscérale et 60,000 déces/ qui sont liés a cette malade.

En Algérie I’ Antimoniate de Méglumine reste le traitement de 1 intention de la
leishmaniose, administré par la voie parentérale, les effets toxiques dus a cette molécule sont
malheureusement trés fréquent de la marge thérapeutique étroite de cette molécule.

C’est pourquoi’ il nous semble patinent d’aborde les mécanismes d’action de cette

drogue en vue de mieux connaitre les base de sa toxicité.

2. Objectif :

L’objectif de notre travail est d’étudie et évaluer in vitro ’effet toxique du Glucantime®

sur un modele universelle de cellule animal qu’est le globule rouge humain par :

» D’une part les perturbations de la perméabilité membranaire notamment au Potassium.

» D’autre part par la lyse de globule rouge étape ultime de toxicité.

3. Type d’étude :
Il s'agit d'une étude expérimentale prospective fait sur le globule rouge au sein de

laboratoire centrale, service de biochimie CHU Tlemcen.

4. Population :
L’unité de base de cette étude est définie par un prélevement d’un donneur unique et sein

(témoin et test).
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5. Critéres De Recrutement :
Un volontaire sain n’ayant pris aucun traitement et ne présentant aucun probléme

d’ordre hématologique.

6. Criteres D’extension :
Anémie - sujet sous traitement.

7. Criteres de jugement:
[K+] - [HB].

8. Analyse des données:
La saisie et I’analyse des données collectées ont été effectuées par le logiciel
MICROSOFT OFFICE EXCEL 2007. Les graphes ont été également tracés par ce méme

logiciel.

9. Collecte Des Donnees:
Se fait a I’aide d’un support de formation comprenant trois parties :
> ldentification : Le numéro et la date du prélevement.
» Les paramétres dosés pour I’échantillon témoin (HB, K+).

» Les paramétres dosés pour I’échantillon test (HB, K+).
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MATERIEL ET METHODE

I. Matériels et solutions de travail :

1. Les appareils :

» Spectrophotométre :

Un spectrophotometre 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, l'absorbance d'une solution est proportionnelle a la concentration des substances en

solution diluée, le spectrophotométre UV-visible (UV : ultraviolet) comprend:

Une source de lumiére

La lampe UV est généralement de type deutérium

La lampe visible est généralement de type halogene.

Un monochromateur formé d'un réseau diffractant la lumiere de la source.
Une fente de largeur fixe ou variable pour régler la bande passante;

Un porte-cuvette

Une cuvette transparente dans laquelle on place la solution a étudier.

Une cellule photoélectrique,

Un détecteur électronique.

Figure 20: Le spectrophotometre.
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> lonométre : Pour déterminer la concentration ionique du sang: sodium (Na),

potassium (K), chlore (CI).

Figure 21:un ionométre.
> Centrifugeuse: utilisée pour centrifuger les échantillons pour séparer le culot

globulaire de surnageant.

Figure 22: la centrifugeuse.

> Agitateur: pour I'homogénéisation des suspensions du travail.

Figure 23: L agitateur.
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> Vortex : est utilisé pour mieux mélanger les solutions de travail.

Figure 24: Un vortex.
2. Autres matériels:

Les gans.

e Tubes: EDTA, Tubes héparine, Tubes sec
e Micropipette: 1000,200, 100,20 j.L

e Seringues 10 ml, coton, sparadrap, alcool,
e Béchers, pots stériles et le chronometre.

e Etiquettes pour marquer les tubes.

Il. Molécules étudié et solution de travail :

1. La molécule :

» Le Glucantime® (dilué 1/10).

2. Solution de travail :

> 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

MgCl.. Elle doit étre conservée au frigo a 2-5°C, elle est instable a température ambiante.

4 Préparation d'une solution NaCl 150 m. mole :

A partir de La solution mere 1 molaire du NaCl du poids moléculaire 58.44 g/mole on a
préparé 1 L d'une solution NaCl de 150 m.Mole/I.
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+ Préparation d'une solution mére de MgC1, a 1 mole/L:

Pour préparer 50 ml solution du MgCl. du poids moléculaire 203,3 g/mole, on a calculé
la quantité du MgCl, pour 50 ml (203,3/20): 10,165g, alors on a pesé cette quantité puis ajusté
avec de I'eau distillée jusqu'a 50ml.

» TamponPBS :

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 mélangé les sels suivants : le phosphate
de sodium (10 m.Mole) avec du NaCl (1 40mmole) et du MgCl> (2m.Mole).

%+ Preparation de solution mere:
On mélange: 80,2 ml de Na;HPO4 +19,8 m1 de NaH2PO4 =100ml
On ajoute 100ml de I'eau distillé pour obtenir une solution mere tampon 0.1 molaire.

Donc le volume est de 200ml a pH 7.4.

La solution 80.2ml de
mere Na,HPOy,

~___

[ + 100ml d’eau distillée ]

L

200ml de la solution tampon
phosphate (100mmole, pH= 7.4)

&ml/

Figure 25:La préparation de la solution meére.
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% Préparation de la solution fille :
On a mélangé 10ml solution mére avec 14ml NaCl et 2ml MgCl. puis on ajuste & 100ml

avec de l'eau distillé.

10ml de

solution mére

14ml NaCl 2ml MgCla

On ajuste avec
I'eau distillée

jusqu'au 100ml

— _J
Y

La solution fille

~

Figure 26 : La préparation de la solution fille.

NB :
Avant d'utiliser la solution tampon on a testé cette solution pour confirmer qu'elle est

isotonique et qu'elle ne change pas I'équilibre ionique de nos suspensions:
Dans I'étape ou on a ajouté le TPBS a la suspension cellulaire, on a fait une lecture des
concentrations ionique par I'ionogramme et on a refait cette lecture apres deux heurs on a

trouvé les mémes valeurs; donc la solution est isotonique.

3. Dosage des paramétres indiquant ’hémolyse :
v Dosage du potassium se fait a ’aide d’un ionométre.

v Dosage de I’hémoglobine se fait 1’aide d’un spectrophotomeétre.
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I11. Mode opératoire :
+ Préparation des échantillons :

» Prélevement sanguin :

> Le prélévement du sang a été réalisé le matin & jeun sur un volontaire sain au niveau
de la veine du pli du coude sans garrot a I’aide d’une seringue de 10 ml.

» Toute agitation excessive des tubes, aspiration trop rapide du sang au cours du
préléevement, sont a éviter pour ne pas hémolyser le sang et donc fausser les

résultats.

On partage ce volume de sang (10 ml) en deux parties égales dans :
v" Un tube EDTA : pour faire FNS
v"Un tube hépariné pour effectuer nos tests.

» Préparation de suspension du travail:

v' Le tube hépariné est centrifugé a 3000 tours par minutes pendant 5 minutes

v Apreés la centrifugation; a l'aide d'un marqueur on trace le niveau du plasma avant de
I'éliminer.

v' élimination du surnageant (plasma)

v A l'aide d'une micropipette; on ajoute une quantité suffisante de solution de lavage
glacée qu'on a déja préparé.

v Mélanger doucement le tube pour éviter I’hémolyse mécanique.

v' Un 2°™ Javage est nécessaire pour 1’élimination totale du plasma,

Centrifuger pendant 5 minutes, éliminer le surnageant et on garde le culot globulaire.
v On ajoute la solution tampon (TPBS) dans le méme tube jusqu'au méme niveau du
plasma qu'on a marqué au début.

v Mélanger délicatement, c’est notre échantillon qu’on va étudier.
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Centrifuger
Emin 2 lavages +TPBS
3000tr/min
Prélévement Eliminer le L’échantillon de
Sanguin surnageant travail

Figure 27: Préparation d'échantillons de travail.

» Préparation des suspensions cellulaires:

A l'aide d'une pipette On met dans un bécher :
e 9.9 ml T.PBS on ajoute 0.1 ml suspension mere.

e Au total on a un volume de 10 ml, c'est la solution fille de travail.

On prépare 8 tubes correspondant au 4 temps (TO min, T15 min, T30min, T60min) de
dosage dont on va faire nos lectures.
v’ Etiquetage des tubes:
—
Tube TO min Tube T15 min Tube T30 min Tube T60 min
Tube TO+G Tube T15+G Tube T30+G B Tube T60+G

—

On prend deux béchers propres:
e Dans le premier : 5 ml de solution fille.
e Dans le deuxiéme : 5 ml de solution fille + 75 pl de Glucantime (dilué au 1/10)

pour la 1°® dose et 150ul pour la 2°™ dose.

On pose les 2 béchers sur un agitateur mécanique et on lance le chronomeétre.
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e A chaque point test : on préléve de chaque bécher 1 ml de suspension cellulaire

puis on ajoute 3 ml de solution de lavage dans les 8 tubes déja prépares.
e Centrifugation pendant 5 minutes a vitesse maximal.

Pour chaque tube préparé on sépare le surnageant du culot :

Le surnageant pour faire le dosage d’hémoglobine (Lecture au spectrophotométre
a une longueur d’onde de 540 nm).

e Le culot On récupére le culot dans 1 ml d’eau distillée puis on agite a 1’aide du

vortex afin de lyser les cellules pour doser les ions [K*] a ’aide d’un ionométre.

1 ml de la suspension de travail + 3ml de

la solution de lavage dans chaque tube.

— N
\_U/ — W\U

T30min
TOmin

T60min
Centrifugation

Dosage

Surnageant
DerHp < —>

Dosage [K+] | <<= Leculot —>

Figure 28: Préparation des tubes de premier test.
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> Deétermination De La Concentration Du Potassium:

e ATO : Lectures sur I'ionogramme des deux premiers tubes qu'on a vortex.
e On patiente 15 minutes de TO, et on répete la méme procédure précédente sur
les deux deuxiémes tubes, et la méme chose aprés 30 et 60 minutes.

» Deétermination De La Concentration D*hémoglobine:

On répéte les mémes étapes que I'expérience précédente: Apres préparation des 2
béchers : suspension témoin et suspension avec Glucantime®, on prépare 8 tubes
correspondant au 4 temps (TOmin, T15min, T30min, T60min) de dosage, On récupere le

surnageant ou on va faire la lecture des concentrations dans le spectrophotometre a 540 nm.
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PARTIE EXPERIMENTALE LES RESULTATS

I. Ladose du Glucantime® = 75ul :
Les résultats de nos tests et les valeurs qu'on a trouvées sont démontrées dans les

graphes suivants en fonction du temps :

A. La concentration du Potassium :
Pour la premiere dose on a pratiquée 10 tests, dont on a exclus les tests erronés.

v" FNS (test n°1) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 84 83

GR (cell/L) 5.41 10% 5.35 10%?

HC (%) 45.6 43.6

v’ Letestn°l:

Comparaison des concentrations de (K+)

03 ——Sans G
== Avec G
0,25

om

[K+] m.mole/L

0,05

_ Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 29 : test n°1 [K™]
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v" FNS (test n°2) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 84.9 83

GR (cell/L) 6.33 10% 6.08 10%

HC (%) 61.65 61.6

v’ Letestn°2 :

Comparaison des concentrations de (K+)

4 - ——SansG
N W == Avec G
3

0.
0.25 \.
0

[K+] m.mole/L
<=
s

_ Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 30 : test n°2 [K*].
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[LES RESULTATS

v" FNS (test n°3) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 88 87

GR (cell/L) 6.1610%2 6.06 10%

HC (%) 51.67 51.56

v' Le test n°3:

0.3

[K+] m.mole/L

0,05

Comparaison des concentrations de (K+)

——Sans G

.\ ¢ —l—Avec G

N

TO0

T15 T30

Le temps (min
T60 ps (min)

Figure 31: test n°3 [K'].
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v" FNS (test n°4) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 84.5 83

GR (cell/L) 6.33 10% 6.32 102

HC (%) 74.6 72.8

v' Le test n°4 :

Comparaison des concentrations de (K+)
= 035
= 0.3 ——Sans G
E e
=‘ % +3\VECG
E 025
+
LA
=02
ﬁ
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0.1
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0
_ Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 32 : test n°4 [K™].
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v" FNS (test n°5) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 87 87

GR (cell/L) 6.32 10% 6.28 102

HC (%) 51.5 49.6

v' Le test n°5:

Comparaison des concentrations de (K+)
= 04
2 035 \ —&—Sans G
o - N
= == AvecG
g 03 \i\ ¢
& 0,25 \
0.2
0.15 \-
0.1
0.05
0
_ Le temps (min)
T0 T15 T30 T60

Figure 33 : test n°5 [K'].
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[LES RESULTATS

v" FNS (test n°6):

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 81 80

GR (cell/L) 6.33 10% 6.32 102

HC (%) 74.6 76.6

v' Le test n°6 :

0.3

[K+] m.mole/L

0,05

Comparaison des concentrations de (K+)

——Sans G

%—t' e A vec (7

N

TO0

T15 T30

Le temps (min
T60 ps (min)

Figure 34 : test n°6 [K'].
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v FNS (test n°7):

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 84 83

GR (cell/L) 5.33 10% 5.22 102

HC (%) 46.6 44.6

v' Le test n°7 :

Comparaison des concentrations de (K+)
= 035
= 0.3 ——Sans G
E "= N
3 .-\L == Avec G
E 025
+
02 \-\
0.15 u
0.1
0.05
0
_ Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 35 : test n°7 [K*].
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v" FNS (test n°8) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 87 87

GR (cell/L) 5.08 10* 5.01 102

HC (%) 43.6 40.6

v' Le test n°8 :

Comparaison des concentrations de (K+)
=204
2 035 .\ —&—Sans G
S 0.3
S 03 - —l—Avec G
Yy i
& 0,25
- 0‘2 X
0,15 "
0.1
0.05
0
_ Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 36: test n°8 [K™].
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v' Interprétation des graphes :

ATO: Nous avons remarqué que la concentration intracellulaire du potassium est

pratiquement la méme dans les deux suspensions cellulaires.

A {T15-T30}: Nous avons remarqué que les concentrations intracellulaires du potassium

ont diminué dés la 15°™ minute.
A T60 : La concentration intracellulaire du potassium a encore diminué dans les

deux suspensions cellulaires et cette diminution est trés remarquable au

temps (60 minute) dans 1’échantillon qui contient la molécule.
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II. Ladose du Glucantime®= 150pL :

A. La concentration du Potassium :
On a pratiqué 8 tests, et les graphes représenté les concentrations intracellulaires du

potassium en fonction de temps :

v" FNS (test n°1) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 84.5 83

GR (cell/L) 5.12 10%? 5.02 102

HC (%) 74.6 73.6

v’ Letest n°l:

Comparaison des concentrations de (K+)
= 035
%‘é 03 » ——Sans G
o \ —¢ —l—Avec G
E 025
+
B 02 \-\
0.15 \\
0.1
0.05 S
0
_ Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 37 : test n°1 [K+].
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v" FNS (test n°2) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (f) 81 80
GR (cell/L) 6.33 10% 6.22 102
HC (%) 74.6 76.6
v Testn°2:
Comparaison des concentrations de (K+)
2 035
= 0.3 8 ——Sans G
E e \ A < "
£ 05 \ —B—AvecG
% 02 \.\
0,15
0.1 \.\\
0,05 \T
0
_ Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 38 : test n°2 [K+].
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[LES RESULTATS

v" FNS (test n°3) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 84 83

GR (cell/L) 5.33 10% 5.22 102

HC (%) 46.6 44.6

v' Le test n°3:

2
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=
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[K+] m.mole/L

[

0,15
0.1
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Figure 39 : test n°3 [K+].
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v" FNS (test n°4) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 82 80

GR (cell/L) 6.15 10% 6.06 10%

HC (%) 51.57 51.55

v’ Le test n°4 :

Comparaison des concentrations de (K+)
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Figure 40 : test n°4 [K+].
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v FNS (test n°5) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 87 87

GR (cell/L) 5.08 10* 5.01 102

HC (%) 43.6 40.6

v' Le test n°5:

Comparaison des concentrations de (K+)
=204
% 0.35 =——Sans G
S 0.3
; 0.3 M‘\' et
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T 02 i
0.15 AN
0.1 \.
0.05
0
_ Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 41 : test n°5 [K+].

66



PARTIE EXPERIMENTALE
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v" FNS (test n°6) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 84.9 83

GR (cell/L) 6.33 10% 6.08 10%

HC (%) 61.65 61.6

v' Le test n°6 :

[K+] m.mole/L
e e e
— 2 i 2w
h [ h LFS) h
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Comparaison des concentrations de (K+)

——Sans G

—d == AvecG

-
.~

N

N

o

TO0

T15 T30

Le temps (min
T60 ps (min)

Figure 42 : test n°6 [K+].
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v FNS (test n°7) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 84 83

GR (cell/L) 6.33 10% 6.32 102

HC (%) 74.6 72.8

v' Le test n°7 :

Comparaison des concentrations de (K+)

L

| 045

——Sans G

0,35 == Avec G
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Figure 43 : test n°7 [K+].

68
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v" FNS (test n°8) :

FNS Taux avant lavage | Taux apres lavage
VGM (fl) 81.9 80

GR (cell/L) 5.08 10* 5.00 10%
HC (%) 51.67 51.6

v' Le test n°8 :

Comparaison des concentrations de (K+)

035
é’ 0.3 =—Sans G
E . \:; . 4 —l—Avec G
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Figure 44: test n°8 [K+].
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PARTIE EXPERIMENTALE LES RESULTATS

v' Inerprétation des graphes :

ATO

A {T15 -T30}

A T60

Nous avons remarqué que la concentration intracellulaire du potassium n'a

pas changé dans les deux suspensions cellulaires.

Nous avons remarqué qu'il y a une baisse de concentration du potassium et
qui est plus remarquable pour la suspension cellulaire qui contient la
molécule.

La sortie de potassium est plus importante dans la suspension qui contenant

le Glucantime dés la 15°™ minute.

les concentrations ont beaucoup plus diminué pour la suspension cellulaire

qui contient la molécule au temps (60 minute).

70



PARTIE EXPERIMENTALE LES RESULTATS

B. Comparaison entre les deux doses (75ul/ 150ul) :
+ Potassium :

Comparaison simple dose et double dose.

3
03 —4—Témoin
a5 ==75ul

J1J “'
0.1 \
0.05 \

[K+] m.mole/L.
<=

T0 T15 T30 T60 Le temps (min)

Figure 45 : Comparaison entre 1° dose et 2°™ dose.

Comparaison simple dose et double dose.

% 0,35 - =4—Témoin
g 03 — —a-75p
— 0,25 == 150nl
+

=) \ \

0.15 \\\.
0.1

0.05 ~
. 1

TO0 T15 T30 T60

Le temps (min)

Figure 46 : Comparaison entre 1° dose et 2éme dose.
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C. La concentration d’Hémoglobine :

On a pratiquée 12 tests dont les résultats sont démontres dans les graphes suivants:

v Letestn®°1:

Comparaison des concentration du Hb.

g 0,09
3 0,08 M +— Sans G

=007 —— Avec G
— 0,06

0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 47 : test n°1 [Hb].

v’ Le test n°2 :

Comparaison des concentration du Hb.

0.12
]
= ——Sans G
B0,
E == AvecG
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0.06 /

0,04

0,02

0 Le temps (min)
TO T15 T30 T60

Figure 48: test n°2 [HD].
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v' Le test n°3:

[Hb] g/dL

0.1
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Comparaison des concentrations du Hb.
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v’ Le test n°4 :

Figure 49: test n°3[HDb].

[Hb] g/dL

0,12

0.1
0,08
0.06
0,04

0,02

comparaison des concentrations du Hb.

——Sans G

== Avec G

TO0
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Figure 50 : test n°4 [Hb].
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v' Le test n°5:

Comparaison des concentrations du Hb.

0,09
0.08 ——Sans G
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0,05
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0,01

[Hb] g/dL

Ly |
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Figure 51 : test n°5 [Hb].

v' Le test n°6 :

Comparaison des concentrations du Hb.
0,12

= ——Sans G

gl,l 0"1 -
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Figure 52: test n°6 [Hb].
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v' Le test n°7 :

Comparaison des concentrations du Hb.

0.1
0.09 —&—Sans G
0.08 —l—AvecG
0,07 ~
0.06 —=""
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Figure 53: test n°7 [HDb].

v’ Le test n°8 :

Comparaison des concentrations du Hb.
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Figure 54: test n°8 [Hb].
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v' Le test n°9 :

Comparaison des concentrations du Hb.

0.1
0,09 /’ ——-Sans G
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007 /-/ / vec
0,06 -4'_744/
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La figure : test n°9 [Hb].

v' Le test n°10 :

Comparaison des concentrations du Hb.
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La figure : test n°10 [Hb].
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v' Le test n°11 :

Comparaison des concentrations du Hb.
0.1
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La figure : test n°11 [Hb].

v’ Le test n°12 :

Comparaison des concentrations du Hb.
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La figure : test n°12[Hb].
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v' Interprétation des graphes :

ATO:

A TI1S jusqu’a T30 :

AT60:

On a remarqué que la concentration d'hémoglobine
extracellulaire n'a pas changé dans les deux suspensions

avec et sans G.

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.

Les concentrations ont beaucoup plus augmente pour la

suspension cellulaire qui contient la molécule.
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v' Le pourcentage d’hémolyse :

Calcule du pourcentage d'hémolyse :

0.275 g/dl ——» 100% Hb
[Holjtest 1 @ —> X %

Tableau 2 : Pourcentage d’hémolyse des tests.

N° %d’H % d’H %dH |%dH %dH %dH | %dH | %dH
detest: témoin | +Ga témoin | +G témoin | +G témoin | +G
aOmin | Omin a 15 min | al5min | a30min a30min | a60min | a60min
1) 19 21 21 22 22 26 25 30
) 19 21 19 25 22 29 26 36
(3) 18 22 19 26 21 29 25 33
4 18 18 19 25 22 29 23 36
(5) 21 27 22 27 22 28 22 28
(6) 18 21 20 25 22 29 29 36
(7) 22 22 22 25 23 29 26 33
(8) 19 21 20 25 22 29 26 35
9) 21 21 21 23 23 27 28 33
(10) 19 22 21 27 22 29 26 36
(11) 21 21 22 24 24 29 26 34
(12) 21 22 22 24 23 29 24 36
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LA DISCUSSION

Notre objectif est d’étudie et d’évaluer in vitro ’effet toxique de Glucantime® sur un
modele universelle de cellule animal qui est le globule rouge. Avant d’aller plus loin dans le
sujet, il nous a paru important de citer les biais de 1’étude, relatifs a :

v Une telle étude nécessite un approfondissement et une réalisation in vitro.

Prélevez des échantillons de sang d’une seule personne saine.

v

v" Doser des différentes concentrations de Glucantime®.

v' Les concentrations de différents paramétres (K+ et Hb) ont été obtenues a I’aide
un ionomeétre et un spectrophotometre.

Nous ajoutons 75ul de Glucantime® dans deux suspensions et nous avons faire 8 tests,
comme premiere étape. La remarque qui a été survenu était une diminution de concentration
intracellulaire du potassium, ce qui a son tour était un signe d’hémolyse survenant les deux
suspensions :

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

» Pour la suspension avec Glucantime®, il ya une diminution de la concentration
intracellulaire du potassium avec le temps jusqu’a ce qu’elle atteigne 0.14 m.Mole/L, par

rapport au témoin.

Nos résultats sont proches avec une étude réalisée au niveau du CHU Tlemcen fait par
ATTAR .N et sa collegue BENMIRA.M en 2017.

Dans la 2™ étape on double la dose du Glucantime® (150pl) dans les deux
suspensions; la chose qui a été observé dans cette étape est une diminution significative de la
concentration du potassium avec le temps jusqu’a 0.035 m.Mole/l, au niveau de la suspension
auquel ajoutons cette dose.

Le Glucantime® n'a pas une action direct dés son contacte avec la suspension cellulaire.
Vue que la concentration intracellulaire en potassium était presque la méme pour les deux
suspensions cellulaires (témoin et avec la molécule) et pour les deux doses (75 et 150ul).
Donc quand augmenter la dose la toxicité de la molécule augmente. On peut dire que la
toxicité est proportionnelle a la dose, (apres la comparaison entre les deux doses).

Alors ces résultats indique que la sortie du potassium intracellulaire peut étre due soit a
I'inhibition la fonction de la pompe K*/Na* ATPase, soit a une lyse de la membrane cellulaire

soit les deux au méme temps.
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LA DISCUSSION

Pour comparer nos résultats par rapport a autre étude, nous n’avons pas étudie des
différents paramétres comme LDH et les protéines.

Ces valeurs sont comparables avec les résultats trouvés par Mlle ABED N et sa collégue
Mlle KHOUANI F fait durant I'année 2016 au CHU de Tlemcen, qui a également noté une
diminution de la concentration du potassium interne.

Aprés I’ajouter 150l de cette substance, nous avons également évalué la concentration
d’hémoglobine extracellulaire :

Dans cette étape, on remarque dans la suspension qui contient du Glucantime®, une
augmentation de la concentration d’hémoglobine extracellulaire au cours du temps par rapport
a la suspension qui ne contient pas la molécule. Ainsi qu’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, apres 30 minutes le taux moyen d’hémolyse été 29%, et il a
continué d'augmenter apres 60 minutes (36 % des cellules sont hémolyseées).

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, ceci a son tour
¢tait le marquer qui a confirmé la survenue d’une hémolyse. Ces valeurs sont en accord avec
ceux de trouvés par Mr.belhachem A et son collegue Mr.mansour benaouf Y. f ait durant
I'année 2013 au CHU de Tlemcen, qui a rapporté que les principaux parametres
hématologiques ont été perturbés et marqués par une augmentation de taux d’hémoglobine
externe.

Donc d'aprés nos résultats trouvés on peut dire que le Glucantime® a un effet toxique
sur les cellules de globule rouge:

v' Soit sur le transport membranaire en particulier la pompe Na+/K+ ATP ase, en
inhibant la synthése d’ATP. Pas d'énergie donc cette pompe ne fonctionne plus. Le
potassium intracellulaire va sortir par diffusion suivit par I'entrée du sodium et de I'eau
a travers les pores ioniques. Par conséquent l'entrée progressive du sodium et H*
provogue une turgescence, puis une lyse de la membrane érythrocytaire et la perte du

contenu cellulaire.

v’ Soit en agissant directement sur la membrane provoquant une lyse de celle-ci, et la

sortie d’hémoglobine hors de la cellule aprés cette désintégration.

v Soit les deux (I'inhibition de la pompe et la lyse de la membrane cellulaire).

v L’hémolyse et la destruction cellulaire se sont produites par la molécule de

Glucantime® qui a un effet sur la membrane de globule rouge.
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CONCLUSION GENERALE

La leishmaniose fait partie des 6 maladies prioritaires du programme tropical diseases

research (TDR). Et sont des maladies a déclaration obligatoire en Algérie.

L'efficacité des antimoniés dans le traitement des leishmanioses est confirmée par prés
d'un siecle d'utilisation. Et sont les médicaments de premiére intention contre cette maladie
dans notre pays, cette thérapie est compliquée par les rechutes qui sont associées a une
modification des concentrations intracellulaires des différents parametres (Potassium et
I’hémoglobine).

Notre travail consistait justement a étudier la toxicité hémolytique du Glucantime ®sur
les globules rouges et selon les résultats on a remarqué qu’il y a une présence de phénomene
de I’hémolyse, et cela a été évalué par la lyse de la membrane qui conduit a la libération des
du potassium et d’hémoglobine, et confirmer par ’augmentation de taux d’hémoglobine
extracellulaire d’une part, avec une diminution de concentration intracellulaire du potassium
d’autre part. Donc, nous pouvons conclure que le Glucantime® affecte les globules rouges

humain par la lyse de leurs membranes.

Cependant les résultats obtenus ne peuvent étre comparés aux résultats précédentes en
raison des conditions expérimentales différents: différents matériels, méthodes, et population
étudie, en effet, ce qui fait de cette étude un supplément dans la recherche pour I'évaluation in

vitro des autres effets toxigues de la molécule.
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Résumé :

En terme de maladies dermiques tres fréquentes en Algérie on trouve les maladies
leishmanioses qui engendrées par un protozoaire flagellé du genre leishmania. Il s’agit par un
groupe des maladies a transmission vectorielle et ne sont pas marginales

Dans les cas courants, les Antimoniates de Méglumine (Glucantime®) est considéré
comme le traitement premier intention contre la leishmaniose. D'autre part ce médicament est
également une source de danger pour ’homme, car il effectué la membrane de la cellule
animale et provoque la lyse de celle-ci.

Dans notre recherche nous 1’avons testé cette molécule sur les globules rouges in vitro,
pour étudie et évaluer I’effet toxique de Glucantime® par le dosage de sodium et
d’hémoglobine. Alors nous avons conclu que ce médicament est responsable de la toxicité
hémolytique.

Les mots clés :

Leishmaniose, Glucantime®, la membrane de la cellule, globules rouges, potassium,
I’hémoglobine, la toxicité hémolytique.
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Abstract:

In terms of very frequent skin diseases in Algeria, we find leishmaniasis diseases which
are caused by a flagellated protozoan of the genus leishmania. These are a group of vector-
borne diseases and are not marginal

In common cases, Meglumine Antimoiniate (Glucantime®) is considered the first-line
treatment for leishmaniasis. On the other hand, this drug is also a source of danger for
humans, because it affects the membrane of the animal cell and causes lysis of the latter.

In our research we tested this molecule on red blood cells in vitro, to study and evaluate
the toxic effect of Glucantime® by the determination of sodium and hemoglobin. then we
concluded that this drug is responsible for the hemolytic toxicity.

Keys words :

Leishmaniasis, Glucantime®, the membrane of the animal cell ,red blood cells, sodium,

hemoglobin, hemolytic toxicity.
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Résumé :

En terme de maladies dermiques trés fréquentes en Algérie on trouve les maladies leishmanioses qui
engendrées par un protozoaire flagellé du genre leishmania. Il s’agit par un groupe des maladies &
transmission vectorielle et ne sont pas marginales

Dans les cas courants, les Antimoniates de Méglumine (Glucantime®) est consideré comme le
traitement premier intention contre la leishmaniose. D'autre part ce médicament est également une source de
danger pour I’homme, car il effectué la membrane de la cellule animale et provoque la lyse de celle-ci.

Dans notre recherche nous 1’avons testé cette molécule sur les globules rouges in vitro, pour étudie et
évaluer I’effet toxique de Glucantime® par le dosage de sodium et d’hémoglobine. Alors nous avons conclu
que ce médicament est responsable de la toxicité hemolytique.

Les mots clés :

Leishmaniose, Glucantime®, la membrane de la cellule, globules rouges, potassium, I’hémoglobine,
la toxicité hémolytique.
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Abstract:

In terms of very frequent skin diseases in Algeria, we find leishmaniasis diseases which are caused by

a flagellated protozoan of the genus leishmania. These are a group of vector-borne diseases and are not
marginal

In common cases, Meglumine Antimoiniate (Glucantime®) is considered the first-line treatment for
leishmaniasis. On the other hand, this drug is also a source of danger for humans, because it affects the
membrane of the animal cell and causes lysis of the latter.

In our research we tested this molecule on red blood cells in vitro, to study and evaluate the toxic
effect of Glucantime® by the determination of sodium and hemoglobin. then we concluded that this drug is

responsible for the hemolytic toxicity.

Keys words :

Leishmaniasis, Glucantime®, the membrane of the animal cell ,red blood cells, sodium, hemoglobin,

hemolytic toxicity.
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