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Développement de formulations colloidales antiparésires
pour traiter la Trypanosomose Africaine

RESUME

Cette thése porte sur le développement d’'une fatouml colloidale a base de polysaccharide JNP
d’'une molécule pharmaceutique fragile, le diminazdbMZ), en vue d’améliorer son efficacité
thérapeutique dans le traitement de la Trypanoseméiicaine sous sa forme animale, voire humaine.
Nous avons étudié dans un premier temps le prodédéhargement des Nen DMZ base. Il a été
constaté que I'ajout de phospholipides dans laicgattes NP représente le facteur limitant I'indice de
saturation des NRen DMZ. Lors de son chargement, le procédé clesisie «post-loading» afin de ne
pas dégrader le principe actif. Il correspond amode opératoire en conditions douces : ajout d’'une
solution de DMZ dans une suspension de’ MPcoeur huileux. Nos résultats montrent que cette
formulation reste stable durant 6 mois a 4°C néréibt pas de DMZ et le protégeant de I'oxydation.
Dans un second temps, nous avons évalué I'efficdioérapeutique du DMZ formulé. Les teistvitro

sur Trypanosoma brucei brucenontrent une amélioration de I'activité trypanecidu DMZ. Les tests
réalisés sur un modeéle aigu de Trypanosomose Afdacant mis en évidence que la dose efficace de la
formulation colloidale de DMZ est de 3 mg/kg.

Mots clefs diminazéne, Trypanosomose Africaine, formulatimanoparticulaire, taux d’association,
oxydation du médicament, efficacité thérapeutique

ABSTRACT

This thesis focuses on the development of a caldarmulation of diminazene (DMZ) using cationic
polysaccharide nanoparticles (NFor the treatment of African Animal Trypanosoni&a®r Human
African Trypanosomiasis.

We first studied the process of DMZ loading in‘NPhe addition of phospholipids (DG) in the maipix
the NP appeared to be necessary for the DMZ associdionthe amount of DG is the limiting factor of
the saturation index of NRvith DMZ. To avoid the drug degradation duringfissmulation, we choose
the 'post-loading technique which corresponds to a procedure witld wonditions: adding a DMZ
solution in a suspension of NBontaining an oily core (DGNP DMZ loaded into DGNPwas found to
be protected against oxidation and was stabletfleaat 6 months at 4°C. In a second step, we atedu
the therapeutic efficacy of formulated DM vitro tests onTrypanosoma brucei brucahowed an
improvement of the DMZ trypanocidal activity. Tesis an acute model of African Trypanosomiasis
showed that the effective dose is at the doseno§/&g.

Key words diminazene, African Trypanosomiasis, nanopartieuldormulation, drug oxidation,
entrapment efficiency, therapeutic efficacy
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PREAMBULE

Cette theése s’inscrit dans le cadre d'un projet de Recherche & Développement
collaboratif Etat-Région Aquitaine, labellisé « Projet Paravec » par la société CEVA Santé
Animale. Ce projet a impliqué plusieurs entreprises et laboratoires nationaux.

Au sein de l'équipe EA2689 de Lille, 'étude a consisté a développer une formulation

nanoparticulaire chargée en diminazéne (DMZ), un trypanocide efficace pour le traitement de

la Trypanosomose Africaine Animale. L'intérét majeur de ce nouveau systeme de délivrance de

médicament est 'amélioration de lefficacité thérapeutique du DMZ, en influengant sa

biodistribution et en limitant sa toxicité.

Ce manuscrit est composé de quatre parties. Le Chapitre A décrit la pathologie induite par les

trypanosomes africains. Le Chapitre B présente les différentes stratégies thérapeutiques et

souleve la problématique de l'efficacité limitée des chimiothérapies mises sur le marché. Il

comporte une revue dédiée aux systémes de délivrance colloidaux de trypanocides en cours de

développement. La troisiéme partie décrit nos travaux basés sur l'optimisation d'une

formulation nanoparticulaire originale de diminazene. Enfin, une discussion générale a été

réalisée.

Les objectifs de ce travail de thése furent :

- Développement d'un vecteur colloidal de DMZ a administration parentérale pour traiter la
trypanosomose africaine bovine

- Protéger le DMZ de ses réactions de dégradation

- Améliorer la biodisponibilité sanguine, lymphatique et cérébrale du DMZ

- Comparer lefficacité thérapeutique de la formulation colloidale avec celle de la

formulation standard de DMZ diacéturate (Berenil®)
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INTRODUCTION GENERALE

« Pour apprécier une science,
Il faut connaitre son passé »

Auguste Comte

Durant des siécles, les hommes se sont sentis démunis face aux maladies infectieuses sans
comprendre l'origine de ces maladies, vulgairement nommeées pestes (du latin pestis « fléau »).
C’est au cours du XIX®™ siécle que la Médecine et les Sciences du Médicament vont faire des
progrés considérables grace a plusieurs découvertes effectuées aux siecles précédents: la
dissection (André Vésale 1514-1564), la circulation sanguine (William Harvey 1578-1657), le
microscope (Antoine Van Leeuwenhoek 1632-1723), la vaccination (Edward Jenner 1749-1823) et les

débuts de la microbiologie.

La microbiologie est mise a 'honneur par Louis Pasteur (1822-1895) qui réfute par la méme
occasion la théorie des générations spontanées, ancrée dans les maniéres de penser de
I'époque. Une cause rationnelle est depuis accordée aux maladies infectieuses qui se
caractérisent alors par la présence d'un agent causal, répondant au postulat de Koch (Robert
Koch 1843-1910, prix Nobel médecine 1905). Il est présent chez tous les individus présentant
l'infection, peut étre isolé, cultivé, inoculé a un hote sain, chez qui il reproduit la maladie, et

peut étre a nouveau isolé de I'individu malade.

De nos jours, les agents infectieux sont identifiés comme étant des bactéries, des virus, des
champignons (pour les mycoses), des parasites (pour les parasitoses) ou des prions (particules
protéiques infectieuses pour les encéphalopathies spongiformes transmissibles'). La
transmission s’effectuent par voie respiratoire, sexuelle, muco-cutanée, digestive, ou sanguine;

nécessitant parfois I'intervention d’'un vecteur (ex. 'anophéle pour le paludisme).

! Induction d’une dégénérescence du systéme neoeaniral liée & la propagation ou multiplicationpisns

-5-



D’aprés les rapports de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les maladies
infectieuses sont responsables de plus de 14 millions de déces chaque année dans le monde
affectant essentiellement les populations pauvres et marginalisées des pays du Sud (~ 90%) [1].
Leur dissémination est favorisée par une hygiéne insuffisante, la malnutrition, un manque de
prévention et un mauvais usage des traitements, sélectionnant des résistances aux agents anti-

infectieux [2].

Peu d’infections sont strictement humaines, aussi, Wolfe N.D. et al., [3] classent les agents
\ . . ) . \ \ . .

pathogenes selon cing niveaux d’évolution ol un pathogene infectant exclusivement des
animaux (niveau I) peut se transformer afin de devenir un agent pathogéne exclusivement
humain (niveau V). Les niveaux intermédiaires sont définis comme étant des zoonoses (du
grec zéon «animal » et nosos « maladie »), des infections naturellement transmissibles de
I'animal a 'humain et réciproquement (3, 4]. Plusieurs d'entre elles sont retenues dans des
programmes d'actions prioritaires définis par des instituts de veille sanitaire a 1'échelon

national, voire internationnale.

Nous avons été particuliérement sensibilisés par I'association de la FAO (I'Organisation des
Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture) et 'TOMS pour développer des programmes
consacrés aux Trypanosomoses (1970). Cette association vise a sensibiliser la population
mondiale au défi que représente la prise en charge de ces maladies infectieuses [5]. La
Trypanosomose Africaine Humaine, en tant que maladie tropicale négligée fait depuis partie
intégrante du programme spécial de recherche et de formation, le TDR (Tropical Diseases
Research). Cette décision a permis de soutenir la recherche fondamentale et la mise en place
d’équipes de recherche permanentes qui sappliquent a innover dans les traitements
prophylactiques et thérapeutiques de cette pathologie ou aucun vaccin n’existe et ou les
chimiothérapies® présentent des inconvénients : toxicité, émergence de souches résistantes,

prix prohibitif...[5, 6]

Le projet de recherche sur lequel cette these a été établie, repose sur le constat d’echec des
traitements thérapeutiques des Trypanosomoses Africaines. A défaut de développer de
nouvelles molécules médicamenteuses, nous nous sommes intéressés aux nouvelles formes
galéniques dénommées les Systémes de Délivrance de Médicament (S.D.M. ou D.D.S., Drug
Delivery System). Ils correspondent aux technologies visant a améliorer lefficacité de
molécules médicamenteuses par action sur ses propriétés: Absorption/ Distribution/

Métabolisme/ Elimination.

* Traitements a bases de molécules médicamenteuses issus de la recherche et de la production chimique
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Nous avons été attirés par l'usage de nanoparticules qui se définissent comme étant des
solides dont une des dimensions au moins, est inférieure & 100 nanométres (norme ISO/TS
27687: 2008). Dans le domaine de la santé et du biomédicale?, ces nanomatériaux servent
d’agent de vectorisation de médicaments, d'implants biocompatibles ou encore de moyens de
diagnostic miniaturisés. Ils sont classés en génération, selon leur degré de compléxité:

nanostructure passive, nanostructure active, nanosyteme guidé et nanosysteme évolutif.

Le développement de nanoparticules détenant des principes actifs dont elles confortent
I'action thérapeutique, tout en éliminant leurs effets indésirables et iatrogéniques, est une
approche issue du concept « Magic Bullet » pensé par Paul Ehrlich (prix Nobel de médecine 1908,
pere fondateur de la chimiothérapie). Les effets recherchés sont une libération prolongée du
meédicament et une délivrance ciblée par un franchissement facilité des barrieres biologiques
en absence de toxicité rédhibitoire. La faisabilité de la délivrance intracellulaire de molécules
médicamenteuse a I'aide de vecteurs thérapeutiques, a fait 'objet de nombreuses publications
scientifiques (Couvreur P. et al., [7]; Kreuter J. et al,, [8, 9], Chavany C. et al.,[10]). Le fait que la
distribution d’'un principe actif devient indépendante de ses propriétés physico-chimiques

pour devenir dépendante de la distribution du vecteur, rend cette approche prometteuse.

Toutefois, la conception de ces vecteurs et leur chargement en molécules actives restent
compliqués. Ce travail de « designer » a I'échelle moléculaire doit prendre en considération de
nombreuses exigences techniques (biodégradabilité, biocompatibilité), réglementaires (respect

de I'environnement) et économiques (efficience du traitement).

3 Domaine visant au contrdle des systémes biologiques ou au développement d’appareils servant au diagnostic et au

traitement des patients



Chapitre A.

LA TRYPANOSOMOSE AFRICAINE

I. Généralités

La Trypanosomose Africaine (TA) est une maladie tropicale négligée dont les agents
pathogeénes sont des parasites unicellulaires. Ils ont la capacité d’infester de nombreux
organismes (Reptiles, Amphibiens, Oiseaux et Mammiferes, dont 'Homme) [6]. La répartition
géographique de cette affection (Fig. 1) correspond a la distribution du vecteur : la glossine ou
mouche tsé-tsé. Cet insecte vit exclusivement en Afrique subsaharienne (entre les paralléles

14N et 20°S), a proximité de cours d’eau.

M Foyers de cas de trypanosomiase africaine humaine (TAH)
TAH & T. gambiense (glossina palpalis)

TAH a T. hodesiense (glossina morsitans)

> Pays d’endémie a T.b. gambiense:

- plus de 1 500 nouveaux cas/an : Angola, République du
Congo, Soudan

- de 50 a 1 500 nouveaux cas/an: République
centrafricaine, Tchad, Congo, Cote d’'lvoire, Guinée,
Ouganda

- moins de 50 cas/an : Burkina-Faso, Cameroun, Guinée
Equatoriale, Gabon, Nigeria, Bénin, Ghana, Mali, Togo

- aucun cas notifié mais aucune surveillance mise en

place : Gambie, Guinée-Bissau, Libéria, Niger, Sénégal,
Sierra Leone.
> Pays d’endémie a T.b.rhodesiense

- de 50 a 1 500 cas/an : Malawi, Ouganda, Tanzanie

Fig. 1 : Distribution géographique de la Trypanosom ose Africaine Humaine [6]
En 2006, I'OMS a estimé que cette maladie affectait environ 70 000 personnes.



Plus de 60 millions d’individus sont jugés a risque dans 36 des 52 pays d’Afrique [6]. La prise
en charge de la TA Animale (TAA) ainsi que celle la TA Humaine (TAH) (Fig. 2) est un terrible
défi socio-économique dans les pays endémiques, constituant un probléme de santé public. En
effet, I'étendue de la maladie chez les animaux domestiques (bovins, caprins, ovins, camélidés,
canins, Oiseaux) est considérable. Cette infection est responsable, notamment, d’'une forte
chute de production de lait et de viande. Les TA aggravent ainsi la pauvreté et l'insécurité
alimentaire des zones humides d’Afrique. Le FAO qui a monté un Programme de Lutte contre
la TA (PLTA) [u], estime entre 600 millions a 1,5 milliards de Dollars américains le cofit des
programmes de son éradication. Toutefois, il faut garder a l'esprit, les raisons multiples du
retour a la prévalence* de la TA a son niveau des années 1920 qui se résume d’une part, par la
difficulté d’effectuer de la prévention dans les pays endémiques ou souvent la situation
politique est instable et d’autre part, par un relichement des avancées scientifiques dans le
domaine de la lutte contre ce fléau qui compte encore aujourd’hui que des traitements

thérapeutiques a toxicité non négligeable [6, 12-18].

Reservoir
and Disease
agricultural cycle

cycle  Tsetse fly

Domestm or wild Human
animals

Fig. 2 : Difficulté de la prise en charge de la Try  panosomose Africaine Humaine [19]

Les Trypanosomoses humaines sont des anthropozoonoses. Les animaux sauvages et les
animaux domestiques dont ceux des milieux agricoles, représentent des réservoirs de parasites.

* Fréquence de cas existant, se distinguant du terme incidence qui se rapporte au nombre de nouveaux cas
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II. Taxonomie des trypanosomes

Les trypanosomes sont classés selon des criteres morphologiques, physiologiques,
paléontologiques, biochimiques et moléculaires. IlIs sont dans le phylum Sarcomastigophora,

'ordre Kinetoplastida et la famille Trypanosomastidae [5].

| Eukayota |
| Exl:alvata |
| Eugicslmzoa |
| Safcomasltignuhma |
| Mastiglophom |
\ |<inr_~to;|:-|asticta |
| Tn,r;uanuslomatida |

| 1 ! 1 : 1 T 1
CRITHIDW  LEFTOMOMAS ~ HERPETOMONAS  BLASTOCRITHIDNE | TRYPANDSOMA ) FHYTOMONAS ( LEISHMANIA )ENDGTRYPANLIN

[ [ I [ [

HERPETOSOMA | MEGATRYPANUM | SCHIZOTRYPANUIM (DUTTONELLA HANNOMONAS TRYPANDZOON FYCHOMONAS

T () thadan T (H } ranges T (5} Grus ‘ T (D) vevs T (N }eongoionse | T (T ) eguperdm | T (P )swms

T. (4 ) lewsse T (D) eewforme T (N ) sirmag T (T ) bewced —\
T (H ) miscu T {T Jivans -,
A STERCORARIA

T{T) b bruos

T(T.} b rhodessanss

& SALAA T.AT)b gamivenza

Fig. 3: Classification des trypanosomes [5]

O : Genre des agents des Leishmanioses

O : Genre des agents des Trypanosomoses
___:Agent de la Trypanosomose Américaine
___:Agents des Trypanosomoses Africaines Animales

.... . Agents des Trypanosomoses Africaines Humaines
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II.1. La famille Trypanosomastidae

Trypanomastidae regroupe des microorganismes protozoaires qui se caractérisent par
l'acquisition d'un flagelle durant leur cycle de vie, leur reproduction asexuée par fission
binaire® (ou scissiparité) et leur transmission vectorielle. Cette famille comprend 8 genres dont
Leishmania et Trypanosoma, des especes pathogénes pour 'Homme et les animaux :

- Le genre Leishmania (L.) comprend les agents pathogénes des quatre formes de
Leishmanioses : Viscérale (L. donovani, L. infantum, L. chagasi), Cutanée (L. tropica, L.
mexicana, L. major), Muco-cutanée (L. braziliensis) et Disséminée ; dont le vecteur est
le phlébotome.

- Le genre Trypanosoma (T.) qui correspond aux trypanosomes, se distingue selon leur
mode de transmission qui fait partie intégrante de leur classification. Deux sections
sont alors distinguées :

0 La section Stercoraria comprend les parasites affectant leur hote suite a une
contamination par les féces de I'insecte, dont T. cruzi (Fig. 3) qui est 'agent de
la Trypanosomose Américaine ou maladie de Chagas, dont le vecteur est le
triatome (Réduve).

0 La section Salivaria est composée de parasites transmis par la salive d’'insectes
et comprend les agents des Trypanosomoses Africaines qui se distinguent en

trois sous-genres (Fig. 3) que nous allons voir plus en détail.

- . v‘s

a. b.

Fig. 4 : Observations au microscope de frottis sanguin s de patients atteint s de la maladie
de Chagas (T. cruzi) en a. et de la Trypanosomose Africaine ( T. brucei) en b. [6]

Les parasites sont marqués au Wright-Giemsa. Ces agents pathogénes unicellulaires se
caractérisent par leur forme fusiforme et leur flagelle. Leur localisation est exclusivement
extracellulaire pour T. brucei qui se distingue de T. cruzi qui nécessite un développement
intracellulaire.

> La division du noyau est immédiatement suivie par la division cellulaire
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I1.1.1. Le sous-genre Duttonella

- T. vivax (du latin vivus « vif ») est appelé ainsi car, lorsqu’on 'observe au microscope, dans
du sang contaminé, il bouge rapidement. Il présente une forme sanguine monomorphique,
avec un flagelle libre. Sa longueur comprenant celle du flagelle, est de 18 & 31 pm. Son
kinetoplaste le distingue des autres trypanosomes pathogenes car il est le plus volumineux.
Il est situé dans I'extrémité postérieure qui est enflée. Son noyau est central et sa membrane

ondulante, discrete.

I1.1.2. Le sous-genre Nannomonas

Il comprend les plus petits trypanosomes pathogénes, avec une longueur de 9a 22 pm.

- T. congolense (T. cong.) présente une forme sanguine monomorphique dépourvue de
flagelle libre. Son noyau est central et son kinétoplaste de taille moyenne, se situe au niveau
de I'extrémité subterminale ou marginale du corps. Son extrémité postérieure est arrondie et
sa membrane ondulante est peu développée. Des études récentes subdivisent T. cong. par
des marqueurs génétiques, principalement les isoenzymes : T. cong. savannah, T. cong.

tsavo, T. cong. forest, T. cong. Kilifi [2o0, 21].

- T. simiae

I1.1.3. Le sous-genre Trypanozoon

Il s’agit du sous-genre le plus homogene, représentant des espéces morphologiquement

indistinguables.

- T. equiperdum est indistinguable de T. evansi. Il ne présente pas de vecteur invertébré et est

transmis sexuellement chez les chevaux.

- T. brucei (T.b.) présente un polymorphisme dans le sang de I'héte qui se caractérise par la
forme de la cellule, la position subterminale du complexe corps basal-kinétoplaste par
rapport au noyau et I'extension de 'appareil flagellaire.

- Sa forme trypomastigote sanguine (TSg) fusiforme représente la forme pathogéne du
trypanosome qui constitue le plus souvent les modéles expérimentaux de la TAH utilisés
lors de I'étude de l'efficacité de traitements trypanocides. Elle est dotée d'un flagelle libre
(Fig. 4) qui représente plus de la moitié de la longueur totale du parasite (25 a 35 pm).
Son extrémité postérieure est pointue. Son noyau est central et sa membrane ondulante
est développée.

- Sa forme TSg intermédiaire présente un flagelle libre de longueur variable.
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- Saforme TSg trapue dépourvue de flagelle libre, présente une taille de 144 22 pm.

- T. evansi présente un monomorphisme compris entre les formes TSg fusiforme et

intermédiaire et pourvu d'un flagelle libre.

II.2. La Trypanosomose Africaine Animale

Les principaux agents pathogénes induisant la TAA sont T. vivax, T. cong., T. simiae, T.b.

brucei (T.b.b) et T. evansi.

- T. vivax infecte les ruminants sauvages et domestiques. Il est considéré comme moins
pathogene que T. cong.. Néanmoins, il représente la plus importante menace de TAA
chez les bovins® de 'Ouest de I'Afrique [22].

- T. cong. est probablement le trypanosome ayant la plus grande incidence économique
en Afrique, car il affecte de trés nombreuses especes animales. Essentiellement
pathogene chez les ruminants, cette espece parasite aussi les équidés, les suidés, les
canidés et les félidés [23]. L'anémie sévére rencontrée chez les animaux malades
caractérise cette parasitose.

- T simiae parasite essentiellement les suidés. Sa virulence chez le porc représente, en
effet, un critere de discrimination entre T. cong. et T. simiae. Cette espece est tres
pathogene, également, chez les Oiseaux et les camélidés et trés rarement rencontrée
chez les bovidés, les équidés et les félidés [23].

- T.b.b. est répandu en Afrique de I'Est et de 'Ouest. Il peut induire une forme chronique
ou une forme sévere de la maladie causant une forte mortalité chez les bovins, les ovins
et les caprins [23, 24].

- T evansi se distingue par le fait qu’il sévit non seulement en Afrique (surra) mais
également en Amérique latine et au Moyen-Orient. Il n’est pas transmis par la mouche
tsé-tsé, mais par des mouches hématophages du genre Tabanidae. Il infecte le plus

souvent les bovins, les camélidés et les équidés.

II.3. La Trypanosomose Africaine Humaine

Les trypanosomes responsables de la TAH font partie de l'espece T.b.. La premiere

identification de cet agent pathogene date de 1901 par Dutton et Forde, suite a une observation

® La forme bovine de la TAA est également appelée nagana
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au microscope (x 400) du sang d'un marin sujet a de nombreux acces fébriles. IIs le désignent

sous le nom de Trypanosoma gambiense, décrivant ainsi, la fiévre a trypanosome de Gambie.

Cette sous-espéce T.b. gambiense (T.b. gamb.) sévit en Afrique Occidentale et Centrale (Fig.
1). Elle est responsable de la forme chronique de TAH qui représente 90% des cas reportés. La
forme aigué de TAH est induite quant a elle par T.b. rhodesiense (T.b. rhod.) et sévit en Afrique
Orientale (Régions des grands lacs). Dans chaque pays, la distribution spatiale de la maladie

est trés hétérogeéne et se répartit par foyers et micro-foyers (Fig. 1).

A la différence de T.b. gamb., T.b. rhod. est responsable de zoonose. Il peut étre infectieux
chez l'espece bovine, chez laquelle il provoque un syndrome de gravité allant de l'infection
inapparente a une méningo-encéphalite comparable a celle observée dans la maladie du
sommeil [25]. Ce parasite peut infecter les animaux domestiques et sauvages, sans
nécessairement induire de pathologie, constituant un réservoir du pathogene, dont le réle

épidémiologique exact demeure assez mal connu (Fig. 2).

Ces sous-espéces de T.b. ne peuvent étre différenciées morphologiquement I'une de I'autre
par la microscopie classique [26]. Elles ne peuvent étre également distinguées de T.b.b. qui
peut infecter de nombreux mammiféres, mais pas 'Homme. En effet, il est sensible a I'activité
cytotoxique innée du sérum humain normal contenant le facteur de lyse des trypanosomes

(TLF) [27-29).

Des techniques de PCR permettent toutefois, de différencier ces sous-especes. Des études
de leur génome mettent en évidence que T.b. rhod. est plus proche de T.b.b. que de T.b. gamb.

qui contient moins d’information génétique.

II.4. Physiologie des trypanosomes sous une forme trypomastigote sanguine

Au cours de l'infection dans un organisme de mammifere, le trypanosome présente ou non
un polymorphisme qui se caractérise par de nombreuses particularités structurales (Fig. 2) et
métaboliques [6, 30]. Cette architecture cellulaire reste fortement conservée chez les
Trypanomastidae comme Leishmania spp et T. cruzi.

Nous nous sommes particulierement intéressés a la forme TSg fusiforme de T.b. qui est le

modele expérimantal sur lequel nous avons testé notre formulation colloidale de diminazéne.
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. Vésicule fusionnant avec 'endosome
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Crétes mitochondriales
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Glycosome

Lysosome
Membrane ondulante
Microtubules sub-pelliculaires

Réticulum endoplasmique

Fig. 5 : Schéma de l'ultrastructure de trypanosomes du groupe Trypanosoma brucei (en

haut) et Trypanosoma congolense (en bas) au stade trypomastigote sanguin (observat  ions
en microscopie électronique) [26, 31].

II.4.1. La paroi du corps cellulaire

Le corps cellulaire est délimité par une paroi, le périplasme constitué de trois couches. La

médiane, est la moins dense et correspond a une bicouche lipidique. L'interne, est un tapis de

microtubules sub-pelliculaires (Fig. 2) et 'externe, un ensemble de glycoprotéines variantes de

surface constituant un manteau.

I1.4.1.1. Le réseau sous-pelliculaire

Les microtubules sous-pelliculaires, au méme titre que I'axonéme flagellaire et le corps

basal, constituent le cytosquelette du trypanosome.

IIs sont composés de protéines tubulines o et  polymérisées en organelles cylindriques de

25 nm de diamétre observable en microscopie électronique (Fig. 6). Dans les trypanosomes, les

microtubules sous-pelliculaires présentent des liens entre eux et la membrane plasmique [32]

et des interconnexions particuliérement fortes [33].
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Fig. 6 : Section transversale de [I'extrémité antérieure d'un  Trypanosoma brucei au stade
trypomastigote sanguin

mit. : courbe arrondie de mitochondrie réduite, fl. : flagelle, mt. : microtubules sub-pelliculaires
couvrant la face interne du corps cellulaire.

I1.4.1.2. Le manteau de glycoprotéines

Cette armure de 15nm d’épaisseur recouvre la totalité du trypanosome (tableau 1) [31]. Elle
résulte de I'assemblage de dimeéres de glycoprotéines appelées Antigénes Variables de Surface
(~ 5 x 10 AVS dimériques par cellule), ancrés dans la membrane plasmique par des
groupements glycosylphosphatidyl inositol (GPI) [34]. Le manteau d’AVS est une
caractéristique des formes infectieuses qui se distingue de la forme de transmission (forme TSg
trapue) ou le trypanosome se recouvre de monomeéres de procycline a ancre GPI.

Les AVS sont impliqués dans la stratégie qu'emploie les trypanosomes africains pour
échapper aux défenses immunitaires de I'h6te mammifere [35-37]. En effet, ces parasites
restant extracellulaires, sont fortement exposés au systéme immunitaire de ’hote. Ce manteau
protéique dense et fortement immunogéne, les protége donc contre la lyse induite par les
protéines du complément. Ce systéme de protection se distingue d’ailleurs de celui employé
par les agents pathogenes de la maladie de Chagas et des Leishmanioses qui, afin d’étre furtifs
dans l'organisme de I'hote, emploient la stratégie du cheval de Troie en adoptant des formes
intracellulaires.

Il n'est pas a exclure que le manteau protéique des TSg jouerait un réle dans le

franchissement des barriéres biologiques.
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Molec.u!e,ou Trypomast.igote Trypomagtigote Epimastigote
activité sanguin procycligue

Expression des protéines de surface
AVS | 50 000 000* indétectable ND
Procycline indétectable ND
BARP indétectable indétectable Exprimée
ISG65 70 000* indétectable ND
ISG75 50 000* indétectable ND
SRA « | Exprimée indétectable ND
RITf 2 | 2 300* indétectable ND
RrLDL 2 Exprimée Exprimée ND
HPHBR = || Exprimée ND ND
CRAM = Exprimée Exprimée ND
Expression des protéines du trafic intracellulaire
Clathrine Forte Faible Faible
ivieia Faible Faible Faible
RAB11 Forte Faible Faible
EpsinR 10 000* 10 000* ND
Activité
Exocytose Modérée Modérée Modérée
Recyclage Forte Modérée Fortement
Endocytose Tres forte Modérée Fortement

Tableau 1: Expression des proteines ayant un réle d
trypanosomes  aux
trypomastigote procyclique et épimastigote [19]

constituant le m

anteau des

stades

[38]
[39, 40]
[39, 40]
[41, 42]
[43-45]
[46]
[47]
[48]

[49]
[46]
[50]
[51]

[52]
[52]
[52]

ans le transport intracellulaire ou

trypomastigote  sanguin,

* nombre de copie estimé, = protéines détectées exclusivement au niveau de la poche flagellaire, ||

protéines présentant

ISG : Invariant Surface Glycoprotein, ND : Non Déterminée, SRA: Serum Resistance-Associated
protein, AVS : Antigéne Variable de Surface, R'Tf : Récepteur a la Transferrine, CRAM: Cystein-Rich
Acidic integral Membrane protein, R'LDL: Récepteur de la Low Density Lipoprotein, HPHBR:

une ancre GPI.

Haptoglobin-Haemoglobin Receptor.

I1.4.1.3. Les protéines trans-membranaires

Par définition, les parasites ont besoin pour survivre de nutriments issus de I'hdte. Cette
activité s’effectue soit par osmose (oxygéne, glucose, acides aminés, ...), soit par un transport
actif. Ce dernier nécessite la présence de transporteurs transmembranaires au niveau de la

. e . .
membrane plasmique (ex : les transporteurs d’adénosine, P1 pour la reconnaissance de I'inosine

et P2, pour l'adenine, palliant 'absence de synthése de novo de purine [53], des recepteurs

d’endocytose de facteurs de croissance ou de la transferrine (Tf)) (tableau 1).
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II.4.2. Le flagelle

Le flagelle émerge de la poche flagellaire (petite invagination de la membrane plasmique,
Fig. 5) puis s’étend le long du corps cellulaire en formant la membrane ondulante (systéme
complexe de fins filaments). Le flagelle se compose d'un axonéme de structure microtubulaire
classique 9+2 (Fig. 6) [54]. 1l est initié a son point de fixation dans le cytoplasme, a partir d'un
corps basal de structure centriolaire classique a 9 triplets, associé perpendiculairement a un

centriole secondaire sans flagelle.

II1.4.3. La poche flagellaire

La poche flagellaire (PF) intervient d’'une part dans la polarité cellulaire et la division
cellulaire, et d’autre part, constitue le siége exclusif de I'activité d’endocytose/ exocytose (Fig.
7) [19, 55]. D’ailleurs, il faut préciser que T. cong. est dépourvu de flagelle, pas de la PF (Fig. 5).

Le systéme endomenbranaire est fortement polarisé. En dehors du réticulum
endoplasmique (RE) qui est réparti a travers le cytoplasme, les organelles de sécrétion et
d’endocytose sont situées entre la PF, le kinétoplaste et le noyau ou se trouve a proximité
I'unique lysosome (Fig. 7). L’appareil de golgi (AppG) présente une structure multivésiculaire a
face cis- et trans- et différencie les endosomes de triage et de recyclage.

Le protéome de la membrane correspondant a la PF (2,4%de la surface totale) se distingue
du reste de la surface du parasite (tableau 1) [19]. Des changements de composition sont liés au
stade évolutif du parasite. Cette restriction est associée aux interactions possibles avec son
hote. Le R'Tf, le SRA (serum resistance-associated protein) et le récepteur haptoglobuline (HP)
- hémoglobuline (HB) ou HPHBR sont exprimés dans la PF de la forme TSg afin de lier des

composantes du serum du mammifére [42, 44, 47].

-18-



Flagellum

Golgl complex

B )
GRASP Endoplasmic
r reticulum .

Flagellar
packat

W itorchondrion Sorting endosome

RIIEPT "—\
RABEA,

Tripartite L R"‘B“
attachimant iy Clathrin
complex fML i Sheh

» % O PRl Clathrin o VP52B pE7 and RAR]T

-l 2 Al MBSB an O50MEs il
kDA —f=t — e a

— 3 R#'B.--""." .C e l
N —~ Murtwesa.llar Lysosome

Fig. 7 : Architecture de la poche flagellaire (PF)  [19]
Ena. Positionnement de la PF par rapport a I'ensemble du corps du trypanosome.

Enb. Organisation des organites nécessaires a la division cellulaire (réplication fidéle et
cytodierése), a I'endocytose et au trafic intracellulaire (recyclage). Cette structure inclut le flagelle, la
PF, le kinétoplaste (kDNA), la mitochondrie, le complexe golgien, le noyau et trés probablement le
lysosome. Les marqueurs moléculaires permettant de définir chaque compartiment sont annotés :
Rab, R11BP1 (protéine en hélice intéragissant avec RAB11), Vps23 et Vps28 (orthologues au
ESCRT, Endosome Sorting Complex Required for Transport). Le trafic intracellulaire de trois
proteines, est schématisé : I'antigéne variable de surface (VSG) qui est recyclé. La glycoprotéine de
surface invariable 65 (ISG) qui est endocytée suite a un mécanisme ubiquitine-dépendant et p67 qui
est trié suite a un mécanisme dileucine-dépendant. Les fléeches représentent les mouvements
probables de matériels entre les compartiments.

GRAST: Golgi ReAssembly-Stacking Protein.

I1.4.3.1. L’endocytose

Les familles de proteines nécessaires au transport spécifique des vésicules sont présentes
chez les trypanosomes. Les protéines Rab interviennent dans les phénomenes d’exocytose,
d’endocytose, de recyclage et des transports rétrogrades (Fig. 7).

Toutefois, a la différence des Eucaryotes supérieurs, les Tsg présentent un mécanisme
d’endocytose particulier. Il est exclusivement clathrine-dépendant, ne nécessite pas
l'intervention de la dynamine’ et d’autres protéines intéragissant généralement avec les
filaments d’actine [56-58]. Le seul facteur qui pourrait étre issu d'un phénomeéne d’adaptation

est le membre de la famille a domaine ENTH, I'EpsinR qui lors de I'abolition de son expression,

”La dynamine-GTP est une protéine cytoplasmique recrutée lors de la formation de vésicules d’endocytose
recouvertes de clathrine. L’hydrolyse du GTP conduit au décollement de la vésicule de la membrane plasmique qui

est alors relargée dans le cytoplamse.
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induit une internalisation défectueuse des protéines ancrées dans la membrane cellulaire par
un groupement GPI ou par un autre type de domaine transmembranaire [51].
Le mécanisme d’endocytose des trypanosomes est probablement adapté pour effectuer de

I'endocytose rapidement et d'une maniére non-spécifique [19].

I1.4.3.2. Le triage intracellulaire

Le triage des molécules internalisées et des composants endomembranaires se produit au
niveau des endosomes tardifs [49]. Les AVS sont rapidement retournés a la surface a I'aide de
vésicules portant le RAB1L1 Les AVS et les R'Tf qui sont tous deux ancrés dans la membrane
plasmique par un GPI, sont activement recyclés. Ce phénomeéne suggeére que les ancres
lipidiques induits par défaut un recyclage fréquent [19]. La CRAM (cysteine-rich acidic integral
membrane protein), une protéine transmembranaire située au niveau de la PF présente de
multiples signaux de triage qui participent a la fois a 'exportation antérograde des RE et a

I'endocytose [48].

I1.4.4. Le cytosol

Le cytosol est un élément amorphe, mais trés concentré (20% de protéines et 70% d’eau)
dans lequel baignent des inclusions cytoplasmiques diverses. Il occupe tout I'espace entre la
membrane externe et le noyau. Il contient en particulier, des systéemes enzymatiques
importants pour la vie de la cellule et des ribosomes chargés de la synthese protéique a partir

d’un ARN messager (ARNm) issu du noyau.

I1.4.5. Les corpuscules intra-cytoplasmiques

Le cytoplasme contient des organites (RE, lysosomes, endosomes...) et des inclusions
variées. Le parasite présente des compartiments qui le distinguent des autres eucaryotes, le

glycosome et le kinétoplaste.

I1.4.5.1. Le glycosome

Chez le T.b. TSg fusiforme, le glycosome représente I'unique source d’énergie par glycolyse
[59]. En effet, d’aprés Vickerman K. et al., la forme infectieuse de T.b. ne présente pas de
respiration mitochondriale d’ott I'absence des enzymes du cycle de Krebs et du systéme de
transport d’électron (systéme cytochrome) [26, 60]. Il retrouve toutefois, cette activité quand il
adopte une forme TSg trapue. En absence d’oxygéne, il y a production de glycérol dans le

glycosome, pour équilibrer la balance NADP*/ NADPH. Les enzymes intervenant dans le

-20-



métabolisme du glucose présentent une structure qui se distingue des enzymes des

mammiferes, représentant ainsi de bonnes cibles thérapeutiques [61, 62] .

I1.4.5.2. Le compartiment mitochondrial

A l'intérieur d'une grande et unique mitochondrie qui s'étend sur toute la longueur du
parasite, se trouve le kinétoplaste (Fig. 2). Il correspond a une structure composée
essentiellement d’ADN condensé sous la forme d'un corpuscule de 10 a 15 pm qui
communique avec le corps basal [63]. Il est le support génétique régulant les adaptations
métaboliques aux différents milieux ou évolue le trypanosome.

L’ADN est circulaire et représente 10a 20% de 'ADN cellulaire [64]. Cet ADN kinétoplastique
(ADNK) est organisé en un réseau complexe de maxicercles et de minicercles. Les maxicercles
contiennent de nombreux génes codant pour des composés et des enzymes participant au
systéme de transport d’électrons qui génere de l'énergie. Ils comprennent deux régions
distinctes: des régions de génes codants, tres bien conservées entre les différentes sous-espéces
et des régions variables.

La plasticité inter- et intra- espéce de cet ADNk correspond a la variation en terme de taille et

d’organisation des minicercles et des régions variables des maxicercles [65, 66].

I1.4.6. Le noyau

Le noyau est entouré d'une double membrane perforée. Il renferme le karyosome ou
nucléole et des granules de chromatine doublant la face interne de la membrane nucléaire. La
position du noyau est variable en fonction du stade évolutif du parasite. Sous ses formes TSg, il
est situé au centre ou dans la moitié antérieure. Le noyau contient le génome haploide® qui a
été entierement séquencé chez T.b. et compte environ 35 mégabases subdivisées en 11
chromosomes de 0,7a 6 Mpb, des chromosomes intermédiaires et 0 a 100 mini-chromosomes
de 25a 150 kpb codant pour plus de 10 000genes polycistroniques®. Le génome nucléaire des
trypanosomes n’est pas facile a étudier. En effet, il présente une plasticité inter- et intra-espece
en terme de nombre et de taille des chromosomes [65, 66]. Par exemple, T. cong., T.b.b., T.b.
rhod. possédent 100 a 120 minichromosomes, T.b. gamb.: 10, T. vivax et T. cruzi n’en
possedent pas [21, 67]. De plus, un méme géne peut étre présent en plusieurs exemplaires avec

des tailles et des emplacements variables [68].

8 b - - . o
Présentant une seule série de chromosome : n chromosome, se distinguant des organismes diploides (2n)

° Geéne codant pour un ARN messager contenant plusieurs cistrons, et donc codant pour plusieurs protéines
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Il est également important de souligner que T.b. est devenu un modéle expérimental de
choix, grace au développement de 'ARN interférence (ARNi) comme outil de régulation de

I'expression des génes [69].

I1.4.7. Les voies métaboliques particuliéres

I1.4.7.1. Le systéme antioxydant

Les trypanosomes évoluent dans un milieu aérobie, ils sont donc exposés a des especes
reactives de I'oxygeéne ou ROS (Reactive Oxygene Species) comme l'ion superoxyde : O, , le
peroxide d’hydrogéne : H,O,, le radical hydroxyl : HO". Pour se protéger, les trypanosomes
possédent une classe d’enzymes antioxydantes, les protéines thiols spécifiques anti-oxydantes
(TSA) encore appelées les peroxiredoxines [70, 71]. Le métabolisme thiol (-SH) est assuré par le
trypanothione (N1, N8-bis-glutathionylspermidine), une molécule thiol unique qui correspond
a deux molécules glutathion liées par une spermidine. Une des enzymes essentielles a ce

métabolisme est le trypanothione réductase, qui constitue une bonne cible thérapeutique [72].

I1.4.7.2. La synthése des polyamines

Les polyamines sont des molécules a structure simple, présentes chez toutes les especes du
monde animal. Elles jouent en particulier, un role dans la prolifération cellulaire. Leur
concentration intracellulaire est finement régulée par un systéme de transporteurs
membranaires qui sont spécifiques, saturables, et thermosensibles. Leur expression s’adapte a
la concentration cellulaire des polyamines.

L’ornithine est le précurseur exclusif des polyamines. Elle est transformée, notamment lors de
la prolifération cellulaire, en putrescine, sous l'action d’ornithine décarboxylase (ODC). La
putrescine devient spermidine, puis spermine sous l'action de synthétases en utilisant la S-

adénosyl méthio-décarboxylase.

I1.4.7.3. Le métabolisme des lipides

L’adaptation du trypanosome a son milieu environnemental induit une nouvelle
distribution de ses composants lipidiques. En effet, il a été montré qu’elle varie entre I'étape
trypomastigote procyclique et TSg (Fig. 8). Cette homéostasie lipidique met en jeu une variété

de facteurs régulant l'activité des enzymes responsables de leur synthese de novo. Cette

' Les radicaux libres sont des molécules pourvues d’un atome possédant un électron en plus, un singulet
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derniére s’effectue soit a partir de molécules précurseurs provenant de I'héte [73], soit du
catabolisme de lipides endocytosés [74].

Des études s’intéressent particulierement aux syntheses des acides gras intervenant dans la
composition des ancres GPI (protéine farnésyl transférase), des principaux
glycérophospholipides, sphingolipides, et aux réactions cataboliques (phospholipases,

sphingomyélinases).

PROCYCLIC FORM BLOODSTREAM FORM

® PC @ PE P @PS @ SM

Fig. 8 : Composition lipidigue de  T. brucei sous ses formes trypomastigote procyclique et
trypomastigote sanguine

Phospholipide de la classe: phosphatidylcholine (PC), phosphatidyléthanolamine (PE),
phophatidylinositol (PI), phophatidylsérine (PS) et sphingomyéline (SM).

Les autres incluent IPC (phosphorylceramide inositol), EPC (phosphorylceramide ethanolamine), CL
(cardiolipine), PG (phosphatidylglycérol), PIPs, acide phosphatidique, lyso-phospholipides, les prényls
phosphorylés, Dol-Ps.
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III. Cycle de vie du trypanosome africain

II1.1. Un parasite hétéroxéne

Le trypanosome africain est dit un parasite hétéroxéne car il nécessite un hote intermédiaire, la
mouche tsé-tsé, pour atteindre son stade infestant (Fig. 9). Cet hote est également nommé
vecteur, car il assure la dissémination du pathogene. Les hotes définitifs sont des vertébrés, le
plus souvent des Mammiféres. Durant leur cycle de vie, les trypanosomes présentent au moins
10 formes évolutives et des étapes de proliférations au sein de 'organisme des deux types
d’hétes. Les étapes de transition (insecte a mammifere, et vise versa) sont accompagnées d'un
arrét de la division cellulaire et d'un remodelage cellulaire : structure, transport intracellulaire,

métabolisme primaire et I'expression génique [75, 76].

Organisme du Mammifére

Trypomastigote Trypomastigote
métacyclique Sanguin

intermédiaire

Trypomastigote
Procyclique*

i

trapue

flagelle
mitochondrie

Fig. 9 : Cycle de vie de Trypanosoma brucei

L'infection débute aprés l'inoculation du trypanosome a un mammifére par une mouche tsé-tsé
hématophage. Le trypanosome se développe dans le sang sous une forme mince, allongée (25-30
pm) et munie d'un flagelle libre. 1l s’agit de la forme trypomastigote sanguine (TSg) fusiforme. Il se
multiplie par scissiparité dans le systeme hémo-lymphatique puis envahit finalement le liquide
céphalo-rachidien provoquant de graves troubles neuro-psychologiques. Le TSg trapue, dépourvue de
flagelle, est la forme transmissible au vecteur. Il se développe dans son intestin moyen sous la forme
trypomastigote procyclique. Il migre ensuite vers ses glandes salivaires ou, d’'une étape épimastigote,
il se transforme a nouveau en trypomastigote métacyclique, correspondant a la forme inoculable aux
mammiferes. (En bleu : manteau de glycoprotéines de surface, * multiplication par scissiparité)
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II1.2. L’héte intermédiaire

Tous les T.b. sont transmis par des mouches tsé-tsé des deux sexes et du genre Glossina
(ordre: Diptera). Dans le continent Africain, 31 espéces et sous-espéces de glossine ont été
identifiées. Les glossines sont trés mobiles, mais ont besoin de conditions particuliéres de
température, d’humidité et de végétation pour vivre. La transmission du parasite peut,
toutefois avoir d’autres origines. En effet, elle peut étre induite par piqtire accidentelle d’'une
aiguille contaminée ou encore, par transmission materno-foetale, le parasite franchissant la
barriére placentaire.

Le parasite adopte différentes morphologies en fonction du stade évolutif qu’il atteint (Fig. 9).
Une fois ingéré par la mouche, le cycle évolutif prend environ trois semaines. Le parasite se
multiplie, passant alors par plusieurs stades dans l'intestin de l'insecte: Trypomastigote
procyclique, puis dans les glandes salivaires : Epimastigote suivi par le stade Trypomastigote

métacyclique (TMt), forme infestante pour le mammifére (Fig. 9).

II1.3. L’héte définitif, symptoémes induits

La physiopathologie de la TA est difficile a définir et peut étre confuse. Elle varie en

fonction des différentes espéces d’hote et de parasites.

Dans le cas de la TAH :

La piqiire d’'insecte inocule le trypanosome dit TMt dans les tissus sous-cutanés de I'’hote. Le
TMt devient alors un TSg et se multiplie par scissiparité dans le tissu sanguin. Cette présence
de TSg, dans un premier temps localisé, entraine chez I'héte, I'apparition d’'un chancre
d’inoculation (trypanome), rarement observé lors d’une infection au T.b. gamb. [6, 77]. Cette
réaction inflammatoire muco-cutanée est induite suite a la reconnaissance du pathogeéne
(complexes immuns") activant les protéines du complément (C3a et C5a) qui activent a leur

tour les cellules polynucléaires.

Lors de la phase hémolymphatique, le TSg se propage dans les tissus sanguins et
lymphatiques, restant extracellulaire. Des infiltrats péri-vasculaires se forment dans les organes
lymphatiques, puis envahit progressivement la plupart des organes, favorisant la propagation
du pathogéne dans le foie, la rate, la moelle osseuse et le coeur. Une des hypotheses sur
I'origine de ces infiltrats péri-vasculaires serait 'augmentation de la perméabilité capillaire

provoquée par les complexes immuns circulants issus de la lyse successive de populations

" Association d’un antigéne et d’'un anticorps monoclonal issu de 'immunité humorale dont le principal acteur est le

lymphocyte B.

-25-



parasitaires et 'accumulation de leurs molécules circulantes. Ces infiltrations induisent des
poussées de fievre, des céphalées, des douleurs articulaires, un prurit et une inflammation des
ganglions cervicaux. Dans le cas d’'une infection a T.b. gamb., cette premiére phase peut étre
asymptomatique durant plusieurs mois, voire plusieurs années. Elle se caractérise
principalement par une vaste perturbation du SNC, a la différence de l'infection a T.b. rhod. ou
la mort peut intervenir en quelques mois suite a des dommages viscéraux sans perturbation

importante du SNC [6, 78, 79].

Dans l'organisme de I'héte, la parasitémie est oscillante [80]. En effet, des vagues de
parasitémie se succedent correspondant a des phénomeénes "d'échappement” aux défenses
immunitaires de 1'hdte. Elles sont corrélées au taux croissant dimmunoglobulines (Ig),

particuliéerement de type IgM, dans le sang et dans le liquide céphalo-rachidien (LCR).

Le comment et le pourquoi de l'invasion du SNC n’est pas tres clair, cependant le portail
d’entrée serait le plexus choroidien [6, 81-83]. Cette phase méningo-encéphalitique ou de
polarisation cérébrale, est progressive et induit des désordres neurologiques : confusion,
ataxie *, somnolence, troubles du rythme circadien [84] et des dysfonctionnements
endocriniens : trouble de la régulation thermique et de la soif, perte de la libido, aménorrhée,
insuffisance thyroidienne. Des changements histologiques sont rapportés : infiltration par des
cellules mononuclées (lymphocytes et monocytes) et astrocytose comme la démyélinisation

induite par des anticorps anti-myélines [79, 85].

Les principales lésions anatomopathologiques, non seulement du cerveau, mais également des
autres organes, seraient d’origine immunitaire, ainsi le trypanosome ne jouerait qu'un role

d’inducteur.

" Pathologie neuromusculaire qui consiste en un manque de coordination fine des mouvements volontaires liée a

une atteinte du systéme nerveux
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IV. La pathogénicité des trypanosomes

L'infection a T.b. induit des réactions inflammatoires et une dégénérescence du tissu
conjonctif et du systéeme réticulo-endothélial, alors qu'une infection a T. cong. ou T .vivax se
déroule principalement, dans le systéme circulatoire et s’associe au développement dune
anémie et d’'une anoxie® [86, 87]. La pathogénicité* de T.b., différe, ainsi considérablement de
celle de T. cong. et de T. vivax.

La pathogénicité de T.b. rhod. chez 'Homme se distingue également de celle de T.b.b. par
I'expression de la protéine SRA qui inhibe TLF [28]. T.b. gamb., qui est moins virulent” que T.b.
rhod. n’exprime pas SRA.

La stratégie invasive des trypanosomes est établie au niveau moléculaire. Elle est
dépendante du génome qui s’exprime au travers de la transcription de 'ARN et permet la
production de protéines fonctionnelles. Les protéines induisant la pathogénicité du parasite
correspondent au systéeme d’excrétion/ sécrétion, encore nommé secrétome par Holzmuller P.
et al., [88]. Ces facteurs moléculaires sont exposés en surface du corps cellulaire et/ ou libérés
dans le plasma de I'hote. Ainsi, la pathogénicité des trypanosomes se distingue par la

spécificité de chaque espece et sous-espéce dans 'expression de protéines du secrétome [88-

92].

V. Les stratégies de défence des trypanosomes

V.1. La variation antigénique

La variation antigénique est le procédé par lequel le parasite alterne naturellement
I'expression de ses AVS encodés par des familles multigéniques. L'expression alternative d’AVS
est utilisée pour éluder la réponse immunitaire de 'hote.

L’injection d'une population parasitaire exprimant le méme AVS 1 (clone 1) a un animal
immunocompétent provoque un premier pic de parasitémie ou tous les trypanosomes
expriment 'AVS 1. Le systéme immunitaire de I'animal tue la plupart des parasites, mais il
suffit qu'un seul exprime un autre AVS (AVS 2) de définition antigénique différente, pour que
la parasitémie augmente a nouveau formant ainsi la seconde vague infestante (Fig. 10).

Ce stratageme est employé par divers pathogeénes viraux notamment le VIH. Ainsi, les
hommes et les animaux infectés par des trypanosomes pathogeénes sont incapables de

développer une réaction immunitaire efficace a long terme.

3 Diminution de la quantité d'oxygéne contenue dans le sang
14 e .
Capacité a induire une maladie

" Capacité a se multiplier dans le corps de I'hote
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Aca AVS 1 Ac a AVS 2 Aca AVS 3
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Temps aprés infection (jour)

Fig.10 : Vagues successives de parasitémie lors d'u  neinfectiona T. brucei
La multiplication des antigenes variables de surface de type 1 (AVS 1) sur le corps du trypanosome
fusiforme conduit & un premier pic de parasitémie. Des anticorps spécifique anti- AVS1 (Ac a AVS 1)
sont rapidement produit éliminant les parasites de types AVS 1 sous forme fusiforme, les formes
trapue étant plus résistant aux Ac. L’émergence d’hétérotypes AVSx induit une nouvelle vague de
parasitémie (représenté par *).

Malgré les énormes avancées dans le domaine de I'immunologie, la variation antigénique
presque illimitée lors de l'infection d'une souche unique de trypanosome et la diversité des

souches, représentent les principaux obstacles empéchant le développement de vaccins.

V.2. Les facteurs circulants

Les trypanosomes sont capables de sécréter des protéases, des modulateurs de cytokines et
des substances immunostimulantes qui agissent sur les lymphocytes T, entrainant une
inhibition de la réponse immunitaire et un déréglement de la production de lymphocyte B. Ces
mécanismes contribuent a I'inefficacité de la réponse immunitaire vis-a-vis du parasite.
Exemples:
> Dans l'infection a T. cong., la forme TSg excrete une sialidase qui participe a I'induction
d’une anémie chez I'animal infecté [g93].
> Des enzymes protéolytiques sont relargées ou présentes en surface. La Trypanopaine qui est
une cystéine protéase, dégrade les immunoglobulines, 'oligopeptidase B et les hormones
peptidiques [94-96].
> La calreticuline est une protéine multifonctionnelle présentant une activité
immunosuppressive et pro-angiogénique [97]. Pour échapper au systéme immunitaire innée de
I'hote, le trypanosome inhibe le schéma réactionnel classique des protéines du complément

par l'intermédiaire d’'une interaction entre la calreticuline et la protéine Ciq de I'héte [98].

-28 -



Chapitre B.

LES STRATEGIES PHARMACEUTIQUES

Au cours de la premiére moitié du XX®™ siecle, les trypanocides étaient rares. Le premier
utilisé était un dérivé arsenic : I'acide aminophényl arsenic, commercialisé en 1905 jusqu'en
1925 par les industries Bayer sous le nom Atoxyl®. Il supprimait les parasites du sang, éliminant
le risque de transmission. Toutefois, il n'était pas actif sur les parasites dans le LCR car il ne
traversait pas la BHE, la maladie continuait ainsi a évoluer. De plus, une conséquence de ce
traitement était la cécité par névrite optique. Aujourd'hui, d'autres médicaments ont été mis
sur le marché. Néanmoins, aucun ne représente le trypanocide idéal. En effet, ils sont
couramment utilisés depuis plus de 40 ans, présentent des effets secondaires graves,
nécessitent une prise prolongée et représentent d'importants cofits de production. Dans le
domaine de la recherche, la priorité est accordée a la mise au point de nouveaux composés
pour remplacer les trypanocides actuels [5]. Toutefois, 'amélioration de l'efficacité de ces
molécules est également étudiée par modification de leur structure moléculaire [99] ou en

élaborant de nouvelles formes galéniques [100-103].

I. Les chimiothérapies trypanocides

L’étude de la physiologie des agents pathogeénes de la TA s’intéresse particulierement a la
variation antigénique, les ancres GPI et les voies métaboliques particuliéres. Aussi, les
principaux trypanocides correspondent a des inhibiteurs du métabolisme du glucose, de la
synthése des polyamines (ODC et la S-adenosyl-L-methionine decarboxylase), d’autres

enzymes nécessaires aux fonctions essentielles a T.b. et a des intercalants d’ADN.

I.1. Les traitements homologués
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I.1.1. Les traitements de la TAA

Les médicaments thérapeutiques et prophylactiques recommandés pour la prise en charge
de la TAA sont le diminazéne diacéturate (DMZ), le chlorure d’homidium (HMD) et le
chlorure d’isométamidium (ISM). Ils représentent 40 a 50% du marché du médicament
vétérinaire dans certains pays endémiques d’Afrique [104].

La quinapyramine (QNP), le pyrithidium, la SRM et le mélarsomine sont principalement
utilisés en thérapeutique pour les infections a T. evansi chez les équidés, les camélidés et les
buffles. La QNP est également utilisée en prophylaxie [105].

Ces molécules ne sont malheureusement pas décrites dans une pharmacopée officielle [104].
L’absence de monographies officielles ne facilite pas I'évaluation et la comparaison des
produits. Leur activité varie selon le type de Trypanosomose et leur toxicité est inégale selon

les animaux [5].

T. cong. T. vivax T. brucei T. simiae T. evansi
ruminants  chevaux chiens ruminants chevaux chevaux chiens porcs chameaux chevaux
Usage DMZ DMZ
recommandsé SM ISM ISM 5M ISM QNP QNP QNP QNP
Usage HMD gmg DMZ HMD HMD DMZ DMZ ISM* E)F;AMZ E)F;HMZ
possible QNP ane QNP QNP DMZ ISM ISM QNP+DMZ 5M SM

Tableau 2: Indications des trypanocides curatifs [5 ]

* . Forte dose nécessaire

L1.1.1. Le diminazéne (DMZ)

Le DMZ est une diamidine aromatique analogue a la pentamidine qui a été introduite sur le
marché en 1955 en tant que trypanocide et babesiocide pour le bétail domestique [106]. Cette
molécule correspond a deux groupements amidinophenyl reliés par un pont triazene (Fig. 11).
Ce groupement est susceptible de se cliver en milieu acide donnant du 4-hydroxybenzamidine
et du 4-aminobenzamidine [107].

Le DMZ est commercialisé sous la forme d'un sel de diaceturate (Azidin® Berenil®,
Trypazene®, Ganasag®). Dans une solution aqueuse le composé est stable 2 a 3 jours. La durée
de stabilité courte du DMZ nécessite une combinaison avec un stabilisant : le phenyldimethyl

pyrazolone (antipyrine). Une préparation de DMZ en solution peut alors étre stockée 10a 15

' La monographie d’'une molécule médicamenteuse sarticule en plusieurs points : définition/description de la
substance, propriété physico-chimiques (solubilité, pH,...), identification et dosage du principe actif, identification

et dosage des impuretés (résidus de synthése, produits de dégradation) et les normes de qualité.
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jours a température ambiante sans perte d’activité du principe actif. Un des objectifs de notre
étude est d’ailleurs de protéger le DMZ de sa dégradation afin d’améliorer la durée de stockage
de ce principe actif.

L’élimination de T. cong. et de T. vivax chez les bovins nécessite une administration
intramusculaire (i.m.) de 3,5 mg/kg de DMZ. Pour traiter les infections au T.b. la dose est de 5
mg/kg. Le DMZ se retrouve concentré dans les sites d'injection, suivi du foie et des reins. Elle
présente une variation inter-individuelle importante. La forme sanguine de T.b. absorbe le
DMZ base par lintermédiaire presque exclusif du transporteur TbATi. Ce transporteur
membranaire des purines est dose dépendante également de la PTM et de I'adénosine [108].
Une diminution de I'absorption du principe actif est due a une expression du transporteur
d’adénosine TbAT1 réduite ou altérée.

Le DMZ est rapidement éliminé du corps principalement par voie rénale, il est utilisé en
tant qu'agent thérapeutique et rarement prophylactique. Le DMZ peut présenter une toxicité
chez les chameaux et les chiens, surtout a de fortes doses d’injection a partir de 7,5mg/kg [109,
110].

Il donnerait également des résultats satisfaisant dans la maladie du sommeil (T.b. gamb. et
T.b. rhod.) aux stades 1 [5, m1]. Il est injecté par voie i.m. a raison de 2 cures de 48h d’intervalle
a la posologie de 5 a 7 mg/kg. Le DMZ est d’administration moins douloureuse au point
d’injection que celle de la pentamidine, le traitement est plus court et peu cotiteux. Toutefois,

il ne présente pas ’AMM pour le traitement de la TAH.

Mécanisme d’action

Le DMZ se lie a 'ADNk. Cette liaison est spécifique et s'effectue dans des sites riches en
paire de base adenine-thymine (A-T). A travers cette interaction spécifique, le DMZ inhibe la
synthése d’ARN amorce, résultant en une accumulation des intermédiaires de réplication et
inhibe la réplication de '’ADNk. Shapiro T. A. et Englund P. T. ont montré que le DMZ peut
également inhiber directement la topoisomerase II de la mitochondrie[112]. Une activité du

DMZ au niveau de 'ADN nucléaire n’a pas encore été démontrée mais n’est pas a exclure.

L1.1.2. L’homidium(HMD) et l'isométamidium (ISM)

L’HMD est commercialisé depuis 1952 sous la forme de sel de chlorure (Novidium®) ou de
sel de bromure (Ethidium®). Le chlorure d'ISM est sur le marché depuis 1961 (Samorin®,
Trypamidium®) comme traitement prophylactique et thérapeutique. Ces composés sont des

phénanthridines dont l'activité trypanocide a été prouvée depuis plus de 60 ans. IIs sont actifs
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contre T. cong. et T. vivax. I'ISM présente également une efficacité contre les infections a T.
brucei et T. evansi affectant les singes, les chevaux et les chameaux.

L’ISM differe de 'HMD par la présence du groupement m-amidinophenyl-azo-amine [113],
qui correspond a un fragment du DMZ (Fig. 11). Il correspond ainsi a une molécule hybride

entre le DMZ et THMD. L’activité prophylactiquede 'HMD est efficace 2 a 19 semaines [114,
115].

Mécanisme d’action

Les phenanthridines bloquent la synthése des acides nucléiques en s’intercalant entre les
paires de base d’ADN, en inhibant 'ARN polymérase [116] et TADN polymérase [u17]. Ils
modulent également la biosynthése des glycoprotéines [118], le métabolisme des lipides [119] et

le clivage spécifique des minicercles dADNKk .

I.1.2. Les traitements de la TAH

Dans la TAH, quatre médicaments sont enregistrés: la suramine sodique (SRM), la
pentamidine iséthiocyanate (PTM), le mélarsoprol (MLS) et I'éflornithine (DFMO). Leur
efficacité est liée au stade d’évolution de la maladie [120]. La SRM et la PTM sont des
traitements de la premiére phase de la maladie et le MLS et le DFMO, de la seconde. Le
nifurtimox (NFT) qui est homologué dans le traitement de la Trypanosomose Américaine, peut
étre utilisé seul ou en combinaison avec d’autres médicaments particulierement le DFMO, en
rattrapage au traitement par MLS [121].

Dans les zones a T.b. rhod., la chimioprophylaxie n’est pas recommandée car le traitement

risque de masquer la maladie au stade précoce, au moment ou elle est la plus facile a guérir [5].

L1.2.1. La pentamidine (PTM)

La PTM est une diamidine aromatique utilisée depuis 1941 pour traiter la TAH a T.b.
gamb.en phase hémo-lymphatique. Elle est également efficace pour traiter les Leishmanioses
et les pneumopathies a Pneumocystis jiroveci’. La PTM est préférée a la SRM car elle semble
présenter une protection plus durable et elle est plus facile a administrer. La dose unique
habituelle a titre prophylactique est de 4 mg/kg en injection i.m..

Elle est commercialisée sous la forme d'un sel de dimésylate (Lomidine®) qui n’est plus
utilisé aujourd’hui et d’iséthiocyanate (Pentacarinat®) préféré pour sa meilleure tolérance. Ces

sels correspondent a la PTM protonée sur ses deux fonctions amidines. La base est peu soluble

"7 Encore appelé de nos jours Pneumocystis carinii
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dans 'eau ou elle cristallise (il en est de méme pour le DMZ). La PTM iséthiocyanate est une
poudre blanche soluble dans l'eau et l'alcool, surtout a chaud, mais est insoluble dans les
solvants organiques.

Lorsque le LCR est normal, la PTM est utilisée en pratiquant jusqu’a 7 a 10 injections i.m. un
jour sur deux. Il nécessite une surveillance médicale afin d’ajuster le nombre d’injection en
fonction de la parasitémie et des signes cliniques.

La PTM est, en général, bien tolérée, mais, peut présenter des sensations de faiblesse, des
vomissements et des douleurs abdominale au cours de la premiére demi-heure et enfin des
réactions hypoglycémiques séveres.

La PTM se lie a 70 % aux protéines plasmatiques. Elle est concentrée dans le cytoplasme des
cellules du trypanosome grace a un transporteur actif. Des souches sont résistantes par
suppression de ce mécanisme de transport [122].

La pharmacocinétique de la PTM a été étudiée chez des patients atteints de la maladie du
sommeil [123-125]. Elle est injectée en intraveineuse (i.v.) ou en i.m. a une dose de 1,7a 4,5
mg/kg par jour. La demi-vie d’élimination de la PTM est tres longue, plusieurs semaines. La
concentration plasmatique maximale aprés injection i.m. est atteinte en 1 heure et varie

énormément, probablement en raison d’'une diffusion variable au niveau du point d’injection.

Mécanisme d’action

Le mécanisme exact de son action n’est pas encore parfaitement établi. La PTM chargée
positivement a pH physiologique, se lie aux polyanions cellulaires (ADN, ARN) notamment au
niveau de 'ADNk [126], entrainant une inhibition de la biosynthése de 'ADN, I'ARN et la
transformation des folates. Elle induit des perturbations du métabolisme du glucose, mais
également un blocage de la phosphorylation oxydative, et de la synthése de certaines

protéines.

I.1.2.2. La suramine (SRM)

La SRM (Bayer 205°, Moranyl®, Germanin®) a été synthétisée en 1916 et utilisée en tant que
traitement pour les TAH en 1921. La SRM appartient a la famille des uréides complexes qui
présente 4 fonctions amides et deux groupements polysulfonate naphtylamine (Fig. 11). Elle est
efficace au stade précoce des infections par T.b. gamb. et par T.b. rhod..

La poudre de SRM est blanchatre et tres hygroscopique; sa solubilité est trés importante
dans l'eau, modérée dans le méthanol et nulle dans les solvants organiques (éther,

chloroforme).
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Elle n’est utilisable que par voie intra veineuse (i.v.) lente car elle présente une trés faible
résorption par voie orale et une grande toxicité par voie sous-cutanée (s.c.) et i.m.. La SRM est
utilisée en injection i.v. hebdomadaire a 20 mg/kg pendant 5 a 7 semaines. Elle peut présenter
des effets indésirables comme une réaction fébrile et une marche difficile [5].

La SRM présente 6 charges négatives a pH physiologique qui 'empéche de franchir les
membranes biologiques hydrophobes. Le taux de liaison aux protéines plasmatiques est tres
élevé et atteint environ 99,7%0. La SRM se dépose dans les tubules rénaux, rendant son

utilisation délicate chez les insuffisants rénaux.

Mécanisme d’action

Son mécanisme d’action n’est pas totalement compris, toutefois, il semble étre dit a son
activité inhibitrice vis-a-vis des enzymes glycolitiques contenues dans les glycosomes des
parasites. Les enzymes les mieux connues sont la glycérol-3-phosphate oxydase et la
glycéraldéhyde-3-phospho-deshydrogénase. Leur inhibition entrainerait une diminution de la

production d’ATP, provoquant des troubles métaboliques induisant la destruction du parasite.

L.1.2.3. Le mélarsoprol (MLS)

Les préparations organo-arsenicaux renferment un atome d’arsenic (As) lié par une liaison
covalente a un atome de carbone inclus dans un cycle aromatique. Ils restent les traitements
mis a I'honneur car les dérivés de I'arsenic ont longtemps été les seuls a atteindre les parasites
localisés dans le SNC.

Le MLS (Arsobal®, Mel B) détrone le tryparsamide, un arsenical pentavalent (As dans un
état d’oxydation V) commercialisé en 1920 sous le nom de Tryponarsyl®. Le MLS est un sel
d’arsenic trivalent (As dans un état d’oxydation III) qui est treés efficace, mais également tres
toxique [127] (5% de mortalité induite).

Le MLS est utilisé en premiere intention dans le traitement de la phase méningo-
encéphalitique. Il est en solution a 36 mg/ml dans du propylene glycol qui est reconstituée de
maniére extemporanée car il n’est pas stable [128]. La conservation des ampoules se fait a une
température inférieure a 25°C a l'abri de la lumiére. Le traitement s’effectue par plusieurs
injections lentes et strictement en i.v.. Le nombre de cures est dépendant de la parasitémie du
LCR.

Le MLS se présente sous forme de poudre blanche ou gris-clair. Il est insoluble dans l'eau, le
méthanol, l'éthanol, le glycérol, mais trés légérement soluble dans l'éther et le
dichlorométhane. Il présente donc un caractére apolaire qui expliquera son possible passage a

travers la BHE. Il est instable en milieu alcalin.
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La concentration plasmatique du MLS diminue rapidement avec un temps de demi-vie de
35 h. Les concentrations observées au niveau cérébral sont trés inférieures aux concentrations
plasmatiques (de I'ordre du centiéme) mais restent suffisantes pour avoir un effet trypanocide.

L’élimination du MLS se fait par voie rénale. La molécule s’élimine relativement lentement

et s'accumule dans 'organisme lorsqu’on pratique des injections fréquentes.

Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action trypanocide du MLS n’a pas encore été élucidé. Toutefois, de
nombreux éléments nous permettent d’élaborer des hypotheses. Il induit un blocage d’enzyme
participant a la glycolyse nécessaire a I'apport d’énergie aux trypanosomes : pyruvate-kinases et
la glycérol-3-phospho-déshydrogénase. Il inhibe les enzymes présentant des groupements
thiols situés sur leur site actif. La cible pourrait étre le trypanothion inhibant la trypanothion

reductase exposant le trypanosome aux radicaux libres toxiques.

L1.2.4. L’éflornithine

La molécule de diméthyl-fluoro-ornithine (DFMO, Ordinyl®) a été originairement
développée dans les années 1970 comme un médicament anti-cancéreux. Depuis 1990, elle a
permis d’apporter une alternative aux échecs du traitement au MLS pour traiter la TAH a T.b.
gamb.. Le métabolisme des polyamines est différent pour chaque sous-espece de parasites.
Cette différence explique que contrairement a T.b. gamb., T.b. rhod. n’est que peu sensible a
'éflornithine.

Elle représente un grand intérét thérapeutique grace a sa grande efficacité et sa bonne
tolérance. Elle est utilisée en perfusions quotidiennes durant une cure de deux semaines en
moyenne par voie parentérale a 100 mg/kg. Elle nécessite du personnel médical qualifié et
beaucoup de matériel. Ce traitement bien qu’efficace est également trés onéreux d’ott une
utilisation limitée. Il est réservé aux sujets présentant une résistance au MLS ou ayant des
antécédents d’encéphalopathie arsenicale.

Le DFMO comporte une chaine de 4 carbones dont l'un est porteur de 3 fonctions :
difluorométhane, carboxilique et amine (Fig. 11). Ce carbone est donc asymétrique dou
I'énantiomérie du DFMO. En thérapeutique, chlorhydrate d’éflornithine (monohydraté). Il se
présente sous forme de cristaux dont le point de fusion se situe a 183C. Le DFMO est peu
soluble dans I'alcool mais I'hydrate d’éflornithine est trés soluble dans l'eau.

Son administration est réalisée par voie parentérale. Par voie i.v. la distribution de la

molécule est rapide mais le volume de distribution est faible (0,341/kg).
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Son passage dans le LCR est relativement important. Sa concentration reste cependant
inférieure a la concentration sanguine. Son élimination présente une cinétique linéaire et se
réalise par voie urinaire de maniére rapide. Son temps de demi-vie est de 3,4 h. Il présente peu
de variation inter-individuelle. Sa forme éliminée est inchangée, d’ot1 un ajustement nécessaire

de la posologie chez les personnes présentant une insuffisance rénale.

Mécanisme d’action

Son mécanisme d’action est trés complexe. Le DFMO ne se fixe pas spécifiquement sur les
protéines plasmatiques. Il est un inhibiteur irréversible de l'ornithine décarboxylase, une

enzyme essentielle a la biosynthése des polyamines.

L1.2.5. Le nifurtimox

Le nifurtimox (Lampit®) appartient a la famille des nitrofurane. Il est utilisé par voie orale
de 12,5a 17 mg/kg/jour pendant 60 jours. Il est utilisé dans le traitement de la maladie de
Chagas. 1l est actif contre T.b. gamb. et T.b. rhod..

Le NFT pénetre dans le parasite par diffusion passive a travers la membrane plasmique. Il
présente une bonne résorption orale. Le NFT se présente comme une alternative intéressante
dans la thérapeutique de la TAH, notamment dans le cas d’arsenico-résistance car il franchit la

BHE.

Mécanisme d’action

Son mécanisme d’action est lié au groupement nitro (-NO,) de la molécule. La réduction du
groupement nitro donne un radical libre (-NO,’) qui génére différents métabolites (H,O,, HO")
qui sont toxiques pour le parasite. Les altérations subies par 'ADN et les protéines entrainent

la mort du parasite.

Les traitements chimiothérapeutiques présentent de nombreux inconvénients. En plus d’étre
des produits manufacturés souvent chers, ces molécules médicamenteuses sous leur forme libre,

presentent une efficacité thérapeutique limitée.
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I.2. Les limites des chimiothérapies trypanocides

L’efficience de l'arsenal chimiothérapeutique trypanocide est quasi inexistante. Les cofits de
production peuvent étre exorbitants (ex. DFMO), leur fabrication toxique pour
I'environnement (les arsenics) et méme I'administration du médicament pose un probléme de
terrain. Aussi, la disponibilité a long terme de certains médicaments n’est pas garantie malgré
les accords de 'OMS sur la franchise des frais d’approvisionnement (PTM, SRM, DFMO et
MLS) [6].

Ces facteurs se rajoutent aux limites directement liées a leur efficacité. En effet, ces
médicaments sous leur forme galénique la plus simple, présentent des effets secondaires non
négligeables, une biodisponibilité cérébrale souvent inexistante et peuvent faire I'objet d’échec

de traitement di a une résistance de la souche parasitaire traitée.

I.1.1. Les effets indésirables et iatrogéniques

Les traitements présentent des effets secondaires importants : des thromboses veineuses et des
nécroses sous-cutanées au niveau du site d’injection (thrombophlébites), dues a la faible
solubilité du produit. Les diamidines nécessitent plusieurs injections parentérales du fait d'un
temps de demi-vie sanguine trop court, empéchant une efficacité prophylactique des
traitements.

Le MLS est un composé dangereux induisant dans 10% des cas une encéphalopathie
réactionnelle pouvant entrainer la mort dans 2 a 5% des cas. Ces effets indésirables
s’expliquent par son faible index thérapeutique avec un seuil de toxicité proche du seuil
d’efficacité.

L’activité d’'un trypanocide peut varier selon des caractéres inter-individuels. En effet, le taux
d'immunoglobulines circulantes chez les malades augmente la densité des protéines
plasmatiques. Cette concentration varie également en fonction de I'état physique du patient
(malnutrition). Les effets indésirables des trypanocides sont dus en particulier a leur
élimination tres lente (les diamidines, les phenanthridines, la SRM). Il présente un phénomeéne

d’accumulation qui sera corrélé a leur toxicité.

I.1.2. Le franchissement de la BHE

La TA fait partie des pathologies du SNC qui présentent I'inconvénient du franchissement de la
BHE. En effet, les parasites ayant traversé la BHE, restent viables et sont capables de réinfecter
le corps de I'h6te méme apres traitement. Le cerveau constitue ainsi un réservoir du parasite

pouvant induire des rechutes [129].
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En effet, a la phase méningo-encéphalitique, le parasite siege dans le SNC protégé par les
jonctions serrées des cellules endothéliales cérébrales. Les molécules médicamenteuses

nécessitent alors des transporteurs afin de franchir la BHE pour atteindre le trypanosome.

L.1.2.1. Description de la BHE

Cet obstacle est localisé au niveau des cellules endothéliales des capillaires cérébraux
représentant une interface d’environ 20 m? entre le sang circulant et I'espace extracellulaire

cérébral (Fig. 12) [130]. Son réle primaire est le maintien de 'homéostasie cérébrale.

- Barriére physique
La BHE est composée de cellules endothéliales qui composent un endothélium de type continu
localisé au niveau du parenchyme cérébral [131]. Ces cellules sont dotées de caractéristiques
morphologiques permettant de les différencier de celles de 'endothélium périphérique. Elles
forment une monocouche continue autour de la lumiére des capillaires et expriment peu de
vésicules d’endocytose et de pinocytose limitant ainsi le flux transcellulaire. Ces cellules sont
associées par des jonctions serrées et des jonctions adhérentes limitant le flux paracellulaire
(Fig. 12) [132, 133]. L'endothélium cérébral présente des interactions avec les péricytes, les
astrocytes, et les neurones qui contribuent a la régulation du fonctionnement de la BHE dans
les conditions physiologiques et pathologiques [134]. D’un point de vue structural, les péricytes
sont séparés de la face abluminale des cellules endothéliales par une matrice extracellulaire
appelée la lame basale [135]. Elle présente une structure trilamellaire composée principalement
de collagéne de type 1V, de laminines et d’héparane sulfates [136]. Les astrocytes émettent des
prolongements appelés pieds astrocytaires qui recouvre 8% du périmetre des capillaires

cérébraux, formant une structure dite en rosette [137, 138].

- Barriére métabolique

En plus d'étre une barriere physique, la BHE présente les propriétés d'une barriere
métabolique par l'expression d’enzymes particuliéres et de pompes d’efflux responsables de
phénomeénes de multi-résistance qui est un obstacle non négligeable pour I'administration de
médicaments [139-141]. L'endothélium cérébral présente la MAO (monoamine oxydase), les
cytochromes P450 monooxygénases, les NADPH-cytochrome P450 réductases, les
phosphatases alcalines, les glucurosyl transférases, les glutathions peroxidases et I'époxyde
hydrolase restreignant le passage des xénobiotiques vers le cerveau.

Un grand nombre de médicaments liposolubles ne pénetrent que faiblement dans le
parenchyme cérébral en raison de leur élimination par les transporteurs ABC (ATP-binding

cassette). Cette famille de transporteurs comprend trois grandes sous-familles: MDR
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(Multidrug Resistance), BCRP (Breast Cancer Resistance Proteins) et les MRP (Multidrug
Resistance associated proteins). Plusieurs membres de la famille des OATP (Organic Anion
Transporting Peptides) et de la famille des OAT (Organic Anion Transporters) participent a

I'efflux actif au niveau de la BHE [139)].
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Fig. 12: Structure de la Barriere hémato-encéphalit  ique

La BHE est constituée de cellules endothéliales, au niveau des capillaires cérébraux, interagissant
avec des éléments périvasculaires comme la lame basale, des extrémités d’'astrocyte, des neurones
périvasculaires et des péricytes (a.) [142]. Les cellules endothéliales cérébrales présentent une
étanchéité paracellulaire assurée par linteraction de protéines transmembranaires formant des
jonctions serrées (TJ) et des jonctions adhérentes (AJ) (b.). Ces complexes moléculaires rendent le
cerveau inaccessible pour les molécules polaires, si ce n'est par l'intermédiare de transporteurs
spécifiqgues qui régulent le microenvironnement cérébral. Les grosses molécules tels que les
anticorps, les lipoprotéines, les protéines et les peptides peuvent également étre transferrés dans le
compartiment cérébral par transcytose soit médié par récepteur, soit médiée par adsorption non-
spécifique. Les récepteurs pour I'insuline, les lipoprotéines a faible densité (LDL), la transferrine et la
leptine, participent tous au phénomeéne de la transcytose. [142].

Les capillaries cérébraux différent des capillaires périphériques (c.). Les capillairs périphériques
présentent un tissu endothélial discontinu et donc plus perméable. [131].

P-gp, P-glycoproteine; MRP, multidrug resistance-associated protein family
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La P-glycoprotéine fait partie de la famille des MRP. Elle présente une grande variété de
substrats qui sont des bases faibles lipophiles (doxorubicine, tamoxifene), des cations
lipophiles (rhodamine 123), des composés lipophiles neutres polycycliques (colchicine,
progestérone), des molécules amphiphiles (triton x100) ou des peptides hydrophobes
(cyclosporine A).

Ainsi, la BHE est une barriere biologique restrictive de la diffusion non spécifique des

composés du sang vers le parenchyme cérébral.

L1.2.2. Les voies de transport au niveau de la BHE

Le passage de molécules a travers la BHE peut s’effectuer soit par diffusion passive ou facilitée,
soit par un transport actif. Des transporteurs protéiques permettent le passage de part et
d’autre de la BHE des ions, des monosaccharides et des acides aminés. Ces transporteurs sont
multiples et se répartissent sur les faces luminales et abluminales des cellules endothéliales
[143]. D’autre part, les cellules endothéliales sont dotées de domaines particuliers permettant le
transport de peptides, de protéines et de lipides médié par récepteur. Toutefois, les
mécanismes ainsi que les structures cellulaires proposées pour expliquer le transport des
complexes ligand/ récepteur a travers les capillaires cérébraux pour atteindre le compartiment
abluminale (parenchyme cérébral), ne sont pas clairement élucidés.

La délivrance de fer vers le cerveau met en jeu la transcytose du complexe transferrine
différique/ R'Tf. Toutefois, le mécanisme de passage du fer de la cellule endothéliale vers le
parenchyme cérébral n’est pas parfaitement décrit. Néanmoins, la reconnaissance de la
transferrine (Tf) par le R'Tf et I'endocytose du complexe (Tf/ R'Tf), représente I'élément
commun a 'ensemble des hypothéses expliquant la transcytose du fer vers la face abluminale
de la BHE [144, 145]. Il a également été montré in vitro que le fer peut pénétrer dans le
compartiment cérébral en se liant a d’autres protéines comme la lactoferrine ou la
mélanotransferrine. Leur transcytose s’effectuerait par la reconnaissance avec un récepteur
différent de celui de la transferrine, le récepteur LRP (ou récepteur a-2 macroglobuline) [146,
147].

Le transport de protéines par transcytose a essentiellement été démontré dans le cerveau pour
I'insuline et la Tf [148-150]. Les récepteurs a l'insuline, aux IGF (Insulin Growth Factor), a la
leptine, aux LDL (Low Density Lipoprotein), aux HDL (High Density Lipoprotein) et aux

lectines sont aussi détectés au niveau des cellules endothéliales des capillaires cérébraux [130].
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Fig. 13: Schéma des cellules endothéliales qui form  ent la BHE et leur association avec les

pieds astrocytaires [151]

Les principaux passages moléculaires pour traverser la BHE sont représentés. En a, les jonctions
serrées restreignent fortement la pénétration des composées solubles dans l'eau, incluant les
médicaments polaires. Cependant, la grande surface de I'endothélium offre la possibilité aux agents
liposolubles de diffuser a travers la membrane (b). L'endothélium est pourvu de protéines
transporteurs pour le glucose, les acides aminés, les bases purines, les nucléosides, la choline et
autres substances (c). Beaucoup d’entre elles sont énergie dépendante (ex : la P-glycoprotéine) et
jouent un role defflux. Certaines protéines, comme linsuline et la transferrine, induisent une
endocytose médiée par un récepteur spécifique suivi d'une transcytose (d). Les protéines
plasmatiques natives comme [l'albumine sont faiblement transportées, mais [lionisation peut
augmenter leur passage par endocytose médiée par adsorption, puis transcytose (e).

La délivrance de médicaments au cerveau dépend des routes b a e mais essentiellement la b.

AZT, azidothymidine

L1.2.3. Facteurs limitants des trypanocides

Le franchissement de la BHE par une molécule est dépendant de son coefficient de solubilité
lipidique, de son poids moléculaire et de sa forme [130]. Les molécules faiblement lipophiles
sont généralement exclues si elles excédent un poids moléculaire de 500 Da. Les substances
hydrophiles (ions, protéines et glucides) ne peuvent franchir la BHE par simple diffusion.

Le MLS est ainsi le seul médicament utilisable pour le traitement en routine de la phase

meningo-encéphalique de la maladie.
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[.1.3. Lémergence de souches résistantes aux traitements

Le phénomeéne de résistance médicamenteuse est défini par la perte de sensibilité d'une souche
d’un microorganisme a un composé dont il été auparavant sensible. Il implique des échecs de
traitement et de prévention [152].

Il a été clairement établi qu'il existe des cas de pharmacorésistances au MLS, PTM, DMZ, SRM,
ISM, HMD [2, 153]. La résistance aux traitements peut atteindre un niveau aggravant surtout
dans les zones a transmission élevée [154].

La résistance au médicament trypanocide peut étre innée (souche résistante sans exposition
préalable a la molécule médicamenteuse) ou acquise en résultat au rapport exposition/
pression du médicament, résistance croisée et souvent par mutagénese. La résistance aux
meédicaments chez les trypanosomes est susceptible de se produire dans les mémes conditions
que pour de nombreux autres parasites: en vertu de 1'usage du médicament a grande échelle,
en utilisant des doses inappropriées ou en utilisant une dose correcte du médicament qui est
éliminé lentement de I'organisme.

La compréhension du développement d'une résistance médicamenteuse par une souche
trypanosome n’est pas totalement élucidée. Elle peut étre issue d’une altération de la cible ou
un changement de la concentration de celle-ci voire les deux. Des expériences montrent qu'un
clone résistant a un médicament présente une concentration moins importante que son
homologue qui en est sensible [155]. Une résistance peut étre issue d’'un changement de la
balance influx/ efflux du médicament [156], voire d'une baisse du potentiel électrique de la
mitochondrie [157].

Des études ont mis en évidence pour les mélaminophenyl arsenicaux et les diamidines, que
I'absence d’expression du transporteur amino-purine TbATi, spécifique au transport de

I'adénosine et 'adénine, limite la pénétration dans 'organisme du parasite (Fig. 14) [158, 159)].

=

IS
=
8
5
6-aminipurine Pentamidine
Fig. 14: Ligands du transporteur membranaire TbAT1 . adénine 6-aminopurine et la

pentamidine [160]
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Ainsi, le développement de résistance face au traitement a base de diamidine s’effectue

principalement par une altération ou une absence d’expression du transporteur membranaire

du géne P2.

La recherche s’oriente vers la production de composés trés actifs, faiblement toxiques,
faciles a administrer et bon marché. L'attente de la découverte d’une nouvelle molécule
médicamenteuse contre la TAH, explique que les scientifiques étudient l'amélioration de
lefficacité de médicaments existants en modifiant leur formulation pharmaceutique. L’objectif
est de développer une forme galénique ayant une administration aisée, une capacité de franchir la

barriére hémato-encéphalique, une efficacité a tous les stades de l'affection, atoxique, facile a

conserver et d’un cotit réduit.
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II. Les Systemes de Délivrance de Médicaments trypanocides

Le développement de systémes de délivrance d’agents antiparasitaires correspond a une
nouvelle stratégie galénique. Elle consiste a mettre au point un systéme a libération prolongée
ou un transporteur submicroscopique, capables de contenir une quantité suffisante de
molécules médicamenteuses afin d’améliorer leur efficacité thérapeutique. Les avantages
escomptés de nanovecteurs sont une libération contrélée du principe actif et un adressage

spécifique a I'organe, au tissu ou a la cellule cible pour limiter les effets secondaires.

Lors du traitement d'une infection a T.b., la formulation médicamenteuse doit présenter
une combinaison de propriétés bien précises. Le médicament doit étre capable de franchir une
succession de barriéres biologiques dont la BHE afin de délivrer le principe actif au niveau des
trypanosomes nichés au niveau du systeme hémato-lymphatique et du cerveau. La mise au
point de vecteurs nanoparticulaires capables d’atteindre leur cible depuis leur site
d’administration est ainsi extrémement complexe, car leurs propriétés doivent leur permettre

de s’affranchir de multiples interactions et perturbations physico-chimiques et biologiques.

Les nanosystéemes trypanocides devraient permettre d’améliorer la voie d'administration du
médicament (parentérale ou orale), de réduire leur dose efficace, de franchir les barriéres
biologiques et enfin de pallier aux résistances médicamenteuses de certaines souches de
trypanosome. Toutefois 'homologation d'une nouvelle formulation médicamenteuse nécessite
la preuve d’'une efficacité in vivo, 'absence d’effet mutagene et de toxicité sur différentes

espéces d’animaux.

Nous avons réalisé une revue qui reprend les activités de recherche de SDM trypanocides :

« Drug Delivery Systems in the Treatment of African Trypanosomiasis Infections ».

Les liposomes sont a la fois présentés en tant qu’agent trypanocide auquel peut étre associé
a l'intérieur ou en surface des composés diamidines, phénanthridines ou dérivés arseniques. La
cyclodextrine est principalement utilisée pour améliorer la solubilisation de molécules
médicamenteuses hydrophobes. Enfin les nanoparticules sont étudiées dans l'espoir de

développer un vecteur thérapeutique a ciblage parasitaire spécifique.

Ref. : M. Kroubi et al., Expert Opinion on Drug Delivery
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RESULTATS :

FORMULATION NANOPARTICULAIRE DE DIMINAZENE

Notre projet de recherche a porté sur le développement d’'une formulation nanoparticulaire

de DMZ a base de NP polysaccharidique cationiques (NP?).

Notre travail a été entrepris suivant ces trois axes: (i) I'élaboration d'un systéme
nanoparticulaire amphiphile, (ii) la mise au point d’'un processus d’encapsulation du DMZ et sa
caractérisation, et (iii) I'évaluation biologique du systéme obtenu sur un modéle in vitro de

mise en culture de Trypanosoma brucei brucei et sur un modele murin.

Nous avions étudié, au préalable, les meilleures conditions opératoires afin de réaliser cette
formulation. Le DMZ diacéturate qui est la forme pharmaceutique mise sur le marché, est une
molécule hydrophile qui s'associe trés mal aux NP*. Aussi, nous avons choisi d'utilisé le DMZ
base (DMZ b) dont le caractére hydrophobe est plus marqué et qui s'associe avec les NP lors
de I'ajout de dipalmitoylphosphatidyl glycérol (DPPG) dans sa matrice. Nous avons recherché
le solvant idéal du DMZ b pour notre formulation. L’éthanol était un bon choix de solvant dans
la mesure ou il est également utilisé lors de la solubilisation du DPPG et qu’il peut étre éliminé
a la fin du procédé par dialyse. Toutefois, le mélange éthanol/eau favorise I'oxydation du DMZ
b. Aussi, nous avons plutét choisi le propylene glycol qui solubilise le DMZ b a 70 mg/ml, a
température ambiante. L’ajout du principe actif dans les NPLyo (NP* contenant 70%
DPPG/NP* poids/poids) peut s’effectuer soit durant le chargement en DPPG des NP* (in

process), soit apres (post-loading).

Dans larticle qui suit, nous présentons les résultats obtenus lors de cette étude, mais
également le chargement maximal des NPL70 en DMZ, I'effet protecteur des NPL7o vis-a-vis
du DMZ b et I'évaluation de l'activité trypanocide in vitro et in vivo sur un modele murin de la

TA aigué.
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Article 1:

Development of a nanoparticulate for mulation of diminazeneto treat
African Trypanosomiasis

Ref.: M. Kroubi et al., Nanotechnology, 21 (50) : 505102-10, Nov 2010
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In vivo tests

» Protocol: In vivo assessment of test formulations
Mice were infected i.p. with 10° parasites. On day 2 post-infection, three groups of 8 mice
received, respectively, an i.p. injection of solvent (negative control group), DMZ diac
(positive control group) or 2% DMZ_7,DGNP" (test group). The DMZ concentration was 3
mg/kg body weight. Infections were monitored daily by microscopic examination of tail blood

and parasitemias were performed according to a method described by Herbert and Lumsden.

> Results
DMZ NP Souris
Traitement Dose de DMZ (ng/Souris (mg/Souris vivantes/Souris

(mg/kg) traitées) ité traité

traitées) raitees
Solvant 0 0 0 0/8
NPL70 0 0 5,4 0/8
DMZ diac. 3 75 0 8/8
DMZ_NPL70 3 75 5,4 8/8

Table: In vivo effect of 2% DMZ_7,,DGNP*

Mice were inoculated intraperitoneally (i.p.) with a suspension containing 5 x 10° parasites
(Trypanosoma brucei brucel) of the strains : Antat 1.1 and 1.9. On the second day post-
infection, animals received i.p. solvent, DMZ diac, or 2% DMZ_70DGNP’ (8 mice per group).
Surviving mice were considered cured when no parasites were found in blood at 4 months

post-infection.
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» Comments

In the in vivo study, the parasitemia was assessed daily and mice were treated when parasite
counts were around 10%ml. One day |ater, no parasites were found in any of the infected mice
groups receiving DMZ, either free or 7,DGNP" loaded DMZ. The positive control
(DMZ diac) and DMZ_70DGNP" were both effective. In fact, all mice were cured after
treatment with a single dose (DMZ dose of 3 mg/kg body weight) while all solvent-injected
mice (negative controls) died 4 days later (Table). Most of the mice receiving alower dose of
DMZ (free or NP loaded) survived one or two days more than solvent-treated infected mice
(data not shown).

In order to potentially improve nanoparticle efficacy we are planning to prepare ,0DGNP*
DMZ formulations of lower size. Further formulations and tests are currently under

preparation to confirm these hypotheses.
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DISCUSSION

La TA est une maladie tropicale endémique en Afrique subsaharienne. L’évolution de cette
maladie est dépendante de la sous-espéce du trypanosome infectieux. Dans le corps de 'hote
définitif, son développement est favorisé par sa mobilité physique grace a son flagelle, par son
arsenal invasif d’excrétion/ sécrétion (ex : facteurs circulants immunomodulateurs) et par sa
variation antigénique. Ce stratagéme de dissémination inactive le systéme immunitaire de

I'hote et rend le développement de vaccins trés compliqué.

C’est pourquoi, la prise en charge de la TA est tributaire des molécules trypanocides mises
sur le marché. Néanmoins, elles sont peu nombreuses, présentent une efficacité limitée et une
toxicité non négligeable [6, 161, 162]. En effet, 'administration de mélarsoprol au malade,
induit des effets secondaires séveres (encéphalopathie mortelle). Les diamidines présentent un
temps de demi-vie de circulation sanguine court, du fait d’'une distribution trop large, et leur
élimination est lente. Aussi, la dose efficace de ces médicaments est importante et leur
administration répétée favorise les effets toxiques par accumulation du médicament dans les
tissus sains. Enfin, beaucoup d’échec de traitements sont dus a l'incapacité de molécules

meédicamenteuses a traverser la BHE, pour atteindre les parasites localisées dans le LCR.

L’intérét majeur du développement de Systeme de Délivrance de Médicaments (SDM)
trypanocides, est la modification des propriétés : Administration/ Libération/ Distribution/
Métabolisme/ Elimination de la molécule active nouvellement formulée. En principe, ils

tendent a associer 'augmentation de sa biodisponibilité, a 'optimisation de sa biodistribution.

Lors de I'étude bibliographique des SDM trypanocides pour traiter la TA (cf: revue), nous
avons pu relever une variété de systémes dont les propriétés principales sont une libération
prolongée, une libération contrdélée ou une distribution ciblée des composés actifs intégrés

dans leur structure.

Les dispositifs a libération prolongée sont principalement incarnés par les implants (3 mm/
3 cm) a usage sous-cutané. IIs permettent d’augmenter le temps d’efficacité prophylactique des
médicaments (ISM, HMD), et donc, par la méme occasion, de diminuer le nombre d’injections
a infliger aux patients [163-166]. Cependant, ces dispositifs n’améliorent pas la biodisponibilité

cérébrale des molécules actives associées.
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Les SDM appropriés a 'optimisation de la biodistribution de principes actifs se caractérisent
par leur structure supramoléculaire (< 1 pm). Les liposomes, les micelles et les nanoparticules
(NP) qui se distinguent par leur structure interne de type matricielle (nanosphére) ou de type
vésiculaire (nanocapsule), représentent les catégories de SDM les plus utilisées. La libération
du médicament associé, sera fonction de la nature des composantes et de la structure du
systéme. Elle fera suite soit a une dissociation des composantes du SDM, soit a une
dégradation de sa matrice ou de sa coque, soit suite a une diffusion du médicament de sa
matrice. Ces phénomenes peuvent étre influencés par le pH, la température ou la
concentration sodique du microenvironnement du systéme, d’oltt une possibilité de maitrise de
la cinétique de libération du médicament. Cette propriété est ainsi, dépendante de la nature et
de la structure du SDM mais également, de celle des molécules actives associées (masse

moléculaire, point isoélectrique et hydrophobicité).

La délivrance ciblée d'un médicament est, quant a elle, principalement dépendante des
caractéristiques physico-chimiques du systéme qui se caractérise par sa taille, son potentiel
zéta et ses propriétés de surface (couche stérique, fonctionnalisation). Ces SDM visent a
franchir les barriéres biologiques qui s’intercalent entre le médicament et son site d’action
situé dans le corps du trypanosome infectieux. En fonction de la localisation du parasite, le
dispositif devra libérer la molécule active dans le sang, dans la lymphe, dans le LCR, et au
mieux dans le cytoplasme du parasite. Dans ce sens, la catégorie de SDM la plus prometteuse,
est le vecteur thérapeutique de taille nanométrique (< 100 nm) a administration parentérale

[167-170].

Notre projet de recherche & développement d’'une formulation trypanocide s’est inscrit
dans cette optique. En effet, nous avons développé une formulation de DMZ base (b) a l'aide
de nanoparticules polysaccharidiques cationiques (NP*) de taille < 100nm. L'objectif de cette
nouvelle forme galénique du DMZ était d’augmenter son efficacité thérapeutique a travers sa
biodisponibilité et sa biodistribution, en vue d’apporter une commodité d’emploi du DMZ
pour traiter la TAA, voire la TAH. Dans un premier temps, nous avons étudié l'indice de
saturation des NP* en DMZ b en fonction de I'ajout de dipalmitoyl phosphatidyl glycérol
(DPPG) dans les NP, du procédé de formulation (in process versus post-loading) et du
solvant choisi de DMZ b. La stabilité chimique du DMZ formulé a été vérifiée en fonction
des parametres testés et en fonction du temps de stockage de la formulation a 4°C durant 6
mois. Enfin, l'efficacité de notre formulation colloidale de DMZ a été comparée au DMZ

diacéturate lors de tests in vitro et in vivo sur un modeéle aigu de TA.
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I. Préparation et caractérisation des NP*

Les NP que nous utilisons, sont préparées a l'aide de maltodextrine (Glucidex®), un
mélange de maltose et d’oligosaccharides issus d'une hydrolyse enzymatique partielle
d’amidon de mais. Elle se caractérise par ses chaines linéaires o 1-4 D-glucose de longueurs
différentes. L'utilisation de la maltodextrine comme excipient, est autorisée par la FDA (Food
and Drug Administration) et 'agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA). En
effet, en condition physiologique, ce polyoside produit principalement, du D-glucose.
Toutefois, cette réaction d’hydrolyse nécessite l'intervention d’enzymes, d’ou, le faible pouvoir

sucrant de la maltodextrine.

Le procédé de préparation des NP* est défini dans le brevet US 2002/0168408 A1 [171]. 11
implique une étape de réticulation a I'épichlorhydrine (EPI) de la maltodextrine en milieu
alcalin, une étape de fonctionnalisation par greffage de groupement ammonium quaternaire
a laide de glycidyltriméthylammonium chloride (GTMA), une étape de broyage du gel par
homogénéisation a haute pression (1 500Bars) et enfin, une étape de purification par
ultrafiltration sur 300 kDa (élimination des résidus de syntheése et des sels) [172-174]. Ce
protocole a été établi de telle sorte que les NP* soient en suspension dans de I'eau ultra pure et
qu’elles représentent une population monodisperse de 60+10nm de diametre avec un potentiel
zéta de +25+5mV. Aussi, un tel procédé, nécessite divers dispositifs d’analyse : pH, pression,

taille des particules, potentiel zéta, concentration des ions chlorure du milieu, ...

Dans le domaine alimentaire, 'amidon modifié par voie chimique, est utilisé comme agent
épaississant’®. En industrie de dépollution, il est utilisé en tant quagent d’adsorption [175]. Ces
fonctions prétées a 'amidon réticulé, sont permises grace a sa structure tridimensionnelle en
réseau qui lui confere des propriétés diffusionelles (caractéristiques des liquides) et cohésives
(caractéristiques des solides) [176]. Ces propriétés dépendent essentiellement de la maitrise des
conditions opératoires de syntheése et, en particulier, du taux de réticulation de I'amidon.
Delval F. et al. ont étudié la structure d’amidons réticulés par de T'EPI [175, 177]. Par
spectrométrie RMN a I'état solide, ils distinguent des zones amorphes et des zones cristallines,
signes d'une structure hétérogéne de I'’hydrogel. Ces particules d’'amidon présenteraient un

cceur relativement réticulé et rigide, et une surface peu réticulée et mobile [176].

11 est considéré comme additif a la différence des ingrédients. Son utilisation est alors régie par la Directive
95/2/CE modifiée, transposée en droit frangais par I'Arrété Ministériel du 2/10/1997. Les doses utilisées relévent du
principe du quantum satis

* Propriété de rétention
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Ces études permettent d’'imaginer la structure interne des NP* constituant des nanosphéres
poreuses [178]. Elles se distinguent des vecteurs liposomaux qui ont tendance a décanter en
solution (phénoméne favorisé par des forces de van der waals) et a sagréger dans des
conditions physiologiques. En effet, les NP* restent stables en solution grace a leur structure
hydrophile poreuse (caractere diffusionnel) et aux répulsions électrostatiques entre les NP".
Lors de leur stockage, les NP* peuvent étre conservées soit sous forme lyophilisée, sans ajout
de cryoconservateur, a température (T°C) ambiante ; soit en solution dans des conditions

stériles (filtration sur 0,2 um).

Les propriétés de rétention des NP" ont été étudiées. Des molécules anioniques s’associent
aisément avec les NP* sans perturbation du potentiel zéta, ni de sa taille [179, 180]. Paillard A.
et al,. [180] ont étudié I'association de BSA (65 kDa, pI*°= 4,5), dans un mélange BSA/ NP* 2/1
(poids/ poids) (cf: annexe -1-). L'analyse de taille de ce mélange présente une population
monodisperse et le potentiel zéta est identique a celui des NP*. Les NP peuvent également
piéger 70% de dipalmitoylphosphatidyl glycerol (DPPG) en poids/ poids, sans changement de
sa charge de surface [180, 181]. Toutefois, cette association nécessite des conditions de
préparation particulieres. Le DPPG est une molécule hydrophobe qui n’est soluble que dans
des solvants organiques : chloroforme, éthanol,... Aussi, le DPPG est solubilisé au préalable
dans de I'éthanol a 80°C (T°C > 45°C, T°C de transition de phase du DPPG) avant d’étre injecté
dans une solution de NP* également portée a 80°C. Nous avons pu remarquer qu’a l'instant de
'ajout de la phase organique dans la phase aqueuse, nous observons un trouble probablement
da a l'insolubilité du phospholipide dans I'eau. Apres 10 min d’agitation du mélange a 80°C, la
solution s’éclaircit pour devenir limpide. Lors de l'analyse de taille et de charge de cette
préparation, nous retrouvons les caractéristiques des NP*. Ce chargement en DPPG des NP,
alors appelé NPL70 (quand le rapport en poids/ poids DPPG/ NP* est de 70%), change
néanmoins, ses propriétés de formulation. En effet, dans un mélange BSA/ NPL70 avec BSA/
NP* 2/1 (poids/ poids), le potentiel zéta des particules est fortement diminué [180]. Les
molécules de DPPG ayant occupé une partie de I'espace interne des NP*, la BSA ne s’associe
pas seulement dans cette espace interne restant, mais déborde en surface, induisant une

annulation des charges de surface cationiques des NP".

L'utilisation a chaud d’éthanol, lors du chargement des NP en DPPG, peut représenter une
étape délicate lors de sa transposition a I'échelle industrielle. En effet, I'éthanol est un liquide
hautement inflammable (catégorie B2) qui nécessite des dispositifs particuliers, pour son

utilisation a chaud, en toute sécurité. Lors de 1'étude de sa substitution, nous avons testé

* Point isoélectrique : pH auquel une molécule est sous une forme zwitterionique, non chargée
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différents solvants industriels. Il en est ressorti que I'utilisation a 80°C de solutol HS 15 (Sol®)
comme solvant du DPPG, permet de préparer des NPL70 a une concentration finale en Sol® de
2mg/ml (cf: annexe -2-). D’apres la littérature, le Sol® & usage intraveineux est toléré a des
concentrations raisonnables mais son profil pharmacocinétique manque de données [182]. Des
études ont montré que l'utilisation de surfactant non ionique, modifie I'activité des protéines

d’efflux (ex : P-gp, MDR), pouvant améliorer I'index thérapeutique d’'un médicament [183-185].

II. Formulation du DMZ dans des NP

IL.1. Protocoles de séparation et d’analyse du DMZ-NP

Les taux d’association du DMZ b aux NP ont été déterminés suite au dosage du DMZ associé
aux NP (DMZ-NP) et du DMZ total contenu dans la formulation. Le DMZ libre (281,3Da) est
séparé du DMZ-NP (~ 4 000kDa) par filtration sur nanosep 30 kDa. Cette méthode et les
résultats qu'elle a permis de produire, ont été vérifiés suite a une filtration sur gel de ces
mémes formulations. Cette technique, encore appelée chromatographie d’exclusion, permet de
recueillir la fraction de DMZ-NP, séparément de celle du DMZ libre dont la sortie de colonne
est retardée par les billes de séphadex. L'efficacité de cette méthode se vérifie par le calcul du
rendement du DMZ sorti de la colonne (quantité de molécule déposée/ quantité de molécule
recueillie). Cette technique nous a également permis de vérifier l'intégrité chimique de la

fraction de DMZ libre par rapport au DMZ-NPL7o.

Les dosages de DMZ ont été effectués par une méthode HPLC qui permet d’obtenir des
dosages précis (seuil de détection : 0,01 pg/ml et seuil de dosage 0,5 pg/ml), mais également,
d’étudier les réactions de dégradation du DMZ [186]. En solution, le DMZ fait l'objet de
réactions d’hydrolyse qui scinde la molécule en deux: p-aminobenzamidine et p-
hydroxybenzamidine; et d’oxydation qui transforme une ou les deux fonctions amidines du
DMZ en groupement amide : DMZmonox et DMZdiox [107, 186]. Dans la composition du DMZ
mis sur le marché, de I'antipyrine est d’ailleurs ajoutée pour ralentir cette réaction d’oxydation

(Berenil®, Trypan®, Neozidin®), en plus de son réle analgésique local.
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I1.2. Facteurs limitant la formulation DMZ-NPI70

II.2.1. Le DPPG

Nous avons étudié I'influence de la quantité de DPPG complexé aux NP* (NP* ou NPLo,
NPL20”, NPL5o* et NPL70*), sur la capacité de chargement de ces structures colloidales, en
DMZ [187]. Pour une concentration donnée en DMZ et en NP*, le taux d’association DMZ-NPL
est fonction du pourcentage de chargement en DPPG des NP*. Les NPLo ne présentent pas de
DMZ-NPLo. Par contre les NPL2o, NPLso et NPL70 présentent des taux d’association en DMZ

croissants [187].

A un rapport DMZ/ DPPG poids/ poids constant, le taux d’association du DMZ n’est pas
fonction de la concentration en NP* (étude réalisée sur des lots de formulation a base de
NPLso et NP70). C’est pourquoi, nous pouvons établir que l'association du DMZ aux NPL, est
principalement dépendante de la quantité de DPPG contenu dans ces nanosytémes. Plus le
rapport DMZ/ DPPG poids/ poids est bas (< 2,3 %), plus le taux d’association du DMZ aux
NPL, se rapproche de 100%.

Le mécanisme de chargement des NP* en DMZ se distingue de celui de la formulation
d’amphotericine B (AmB : 924,1Da) développée par Loiseau P. et al, [179]. IIs remarquent que
comme ’AmB est une molécule anionique a caractere hydrophobe, au méme titre que les
molécules de DPPG (721,7 Da), la concentration en NP* est un facteur clef dans cette
formulation. Le DPPG n’est alors qu'un facteur « déclencheur» de la diffusion des molécules
d’AmB dans les NP*. IIs parviennent a associer 1 mg de cet antibiotique (1,1 x 10° M) dans 5
mg de NP* contenant 20% (1,39 x 10° M) ou 50% (4,80 x 10° M) de DPPG/ NP* poids/ poids.

Lors de I'étude du chargement en DMZ des NP, quand le rapport DMZ/ DPPG poids/ poids
est supérieur a 5%, la formulation nanoparticulaire n’est pas stable [187]. En effet, un précipité
blanc est rapidement visible (dés 24h) au fond du tube. Nous estimons que I'ajout de 5% de
DMZ dans une suspension de NPL7o, induit une désorganisation des molécules de DPPG
situées dans la matrice des NP*. Cette désorganisation provoquerait la sortie du DPPG du
réseau interne des NP+, favorisant une précipitation du DPPG seul ou encore associé aux NP,

par insolubilité dans I'eau.
Ces formulations ont été réalisées dans de l'eau désionisée afin d’éviter la répulsion

électrostatique des NPL, vis-a-vis des molécules de DMZ b qui, en présence de protons,

portent des charges cationiques. Ce concept avait été vérifié lors d’'une étude de l'association

* et* : correspond aux NPL, anciennement appelé lonic Amphiphilic Biovector (IAB) (Loiseau et al.)
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de NP* ou de NPLyo avec des protéines globulaires a caractéristiques physicochimiques
différentes, par une technique de résonance plasmonique de surface® (travaux réalisés en
Master 1). Les protéines cationiques (pl > 7, ex : lysozyme) ne présentent aucune affinité pour

les NP*, ni pour les NPL7o.

La nécessité de la présence de DPPG dans la structure des NP*, met en avant que les
interactions mises en jeu, lors du chargement des NPL, en DMZ, sont principalement des
interactions hydrophobes (groupements benzéne du DMZ/ phospholipide). Le méme constat a
été établi par Paul M. et al,[188] lors de 'étude d’'une formulation de la PTM avec des NP de
Poly lactate (PLA). Le taux de chargement en PTM des NP de PLA était principalement

dépendant de la quantité de phospholipide ajouté dans la composition des NP.

II.2.2. Le procédé

Nous avons comparé l'efficacité d’'une formulation colloidale de DMZ-NPL7yo réalisée in
process™ et en post-loading**. Les conditions du procédé in process induit une dégradation du
DMZ b non négligeable, aussi notre choix s’est porté sur la méthode post-loading qui s'effectue
a T°C ambiante. Cette dégradation a été caractérisée comme étant une oxydation du DMZ
[186]. Elle est favorisée dans les milieux mixtes : alcool/ eau. Aussi, nous avons été amenés a
chercher un solvant qui solubilise le DMZ b a une concentration élevée et a T°C ambiante.
Nous avons choisi le propyléne glycol qui solubilise le DMZ a plus de 100g/1 et n’interagit pas

avec la molécule de DMZ b (absence de produits de dégradation).

Enfin, nous avons étudié l'influence de solvant résiduel (éthanol) sur le taux d’association
du DMZ dans une formulation DMZ-NPL70 avec 2% DMZ/ DPPG en poids/ poids. En présence
de 10% d’éthanol dans une solution de NPL7o, le taux d’association du DMZ baisse de 97% a
72%. Cette réduction du taux d’association est accentuée lorsque nous augmentons la quantité
d’éthanol dans la solution. Ainsi, la présence d’éthanol augmente l'affinité du DMZ b pour le

milieu extérieur a la NP, limitant son association aux NPL7o.

** Biacore®

* Les poudres DMZ b et DPPG sont solubilisées ensemble dans de I'éthanol absolu, puis, le mélange est ajouté aux
NP+, le tout a 80°C

** La poudre de DMZ b est solubilisée dans de I'éthanol absolu, puis, ajouté dans une solution de NPL7o, le tout a

T°C ambiante
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I1.3. Protection du DMZ b des réactions de dégradation

La formulation DMZ-NPL70 présente un taux d’association stable et offre 'avantage, par
rapport a la forme de DMZ sur le marché, de protéger le DMZ de sa dégradation durant un
stockage de 6 mois a 4°C. En effet, le DMZ associé au NPL7o ne présente ni de produit
d’hydrolyse, ni de produit d’oxydation, laissant envisager que les molécules s’inséreraient dans
le cceur lipidique des NP, limitant son contact avec les molécules d’eau du milieu. Par contre,
le DMZ b libre dans la formulation, présente une réaction d’oxydation progressive dans le

temps.

II.4. Le chargement maximal en DMZ des NPL7o

La meilleure formulation DMZ-NPL70 que nous ayant pu réaliser, est composée de NP*: 5
mg/ml ; DPPG : 3,5 mg/ml; propyléne glycol : 2,1 pg/ml et DMZ : 0,14 mg/ml dont 0,11
mg associé a la structure colloidale (82%). Ainsi, 0,41 x 10°M de DMZ s’est associé a 4,85 x 10°
M de DPPQG, soit pour I'association d’'une mole de DMZ, il faut au moins 11,8moles de DPPG.
Rappelons que quand il n’'y a que 7,8 mole de DPPG pour 1 mole de DMZ, nous obtenons la

formation d'un dépo6t dans la solution DMZ-NPL7o.

La quantité de principe actif associé aux NPL7o est insuffisante car le DMZ est efficace a des
doses > 3 mg/kg. En effet, notre formulation DMZ-NPL70 ne contient que 0,14 g/l de DMZ
total. Or, pour traiter des bovins (~600kg) avec du DMZ a 3,5mg/kg, il faut 2,1g de DMZ, soit
1501 de cette formulation si son index thérapeutique est identique au DMZ diac. Des tests

d’augmentation de la concentration en NP* ont été entrepris sans succes.

I11. Efficacité thérapeutique de la formulation DMZ-NPL70

Le principal site d’action du DMZ est 'ADN kinétoplastique du trypanosome auquel il se lie
pour inhiber sa réplication et sa transcription. Cette action nécessite dans un premier temps, la
pénétration du DMZ dans le corps du parasite et, dans un second temps, un adressage intra-
mitochondrial. D’apreés la littérature, l'internalisation du DMZ dans le trypanosome s’effectue a
I'aide d’un transport actif via TbAT1 (Fig. n°14) [108], et son adressage intra-cellulaire, par un

adressage passif.

L’amélioration de I'index thérapeutique du DMZ, a I'aide d'une formulation colloidale, sera
d’autant plus importante que sa nouvelle forme galénique améliorera sa biodisponibilité

sanguine, lymphatique et cérébrale.
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La cinétique de libération de la formulation DMZ-NPL7o réalisée dans des conditions
physiologiques (pH = 7,4, T°C = 37°C), met en évidence un « burst effect » représentant une
libération de 20% du DMZ, suivi d'un taux d’association de DMZ stable pendant au moins 24h
[187]. L’effet « burst » pourrait étre favorisé par la désorption du DMZ en surface des NP*. Nous
pouvons envisager que l'administration parentérale dune formulation DMZ-NPL70

améliorerait la distribution du DMZ grace a son acheminement par le vecteur.

Le DMZ-NPL70 et le DMZ diac ont une efficacité trypanocide dose-dépendante sur des T.b.
mis en culture. De meilleurs résultats sont, toutefois obtenus pour la formulation colloidale. Le
contrdle correspondant au NPL7o dépourvues de principe actif, présente une légere action
trypanocide. Cette faible toxicité s’expliquerait par l'affinité naturelle de ces NP chargées
positivement vis-a-vis des trypanosomes qui présentent une charge de surface négative. Cette
caractéristique connue des Trypanomastidae fait d’ailleurs l'objet de développement de
vecteurs lipidiques cationiques a effet antiparasitaire [32, 189-192]. Nous pouvons expliquer par

la méme occasion la meilleure efficacité de nos formulations.

Néanmoins, les tests in vivo entrepris sur un modeéle murin aigu de TA a T.b., ne montrent
pas de différence de dose efficace du DMZ qu'’il soit sous forme associé a un vecteur ou libre.
La taille (90+10nm) de nos vecteurs peut expliquer la faible efficacité in vivo de notre
formulation nanoparticulaire. La taille serait trop importante, empéchant une bonne diffusion
de nos nanoparticules trypanocides dans les tissus sanguins et lymphatiques. En effet, par la
voie intrapéritonéale le passage de macromolécules > 15 nm est sélectif [193]. Les cellules
mésothéliales établissent des jonctions serrées et adhérentes qui représentent une barriére au
passage transépithélial. Il existerait toutefois, des systémes de contrdle a l'expression des
protéines de jonctions (ZO-1, cadhérine, B-caténine, occludine et claudine) [194, 195]. La
couche sous-mésothéliale comprend des capillaires sanguins et lymphatiques, et du tissu de
soutien. Nous pouvons imaginer alors que le DMZ diac a pu diffuser en grande quantité dans la
voie systémique et que le DMZ-NPL7o0 a pu rester bloquer en partie dans le site d’'injection.
Nous pensons que des formulations de taille < 50 nm auraient potentiellement été plus

efficace.

Iv. Perspectives : Le franchissement des barrieres biologiques

La mise au point de vecteurs nanoparticulaires capables d’atteindre leur cible depuis leur
site d’'administration est extrémement complexe, car leurs propriétés doivent leur permettre de
s’affranchir de multiples interactions et perturbations physico-chimiques et biologiques. En

effet, 'atout majeur d'un vecteur thérapeutique est 'amélioration de la biodistribution du
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médicament associé. Aussi, pour notre formulation trypanocide, les tissus ciblés sont le sang,

la lymphe et le liquide céphalo-rachidien ot le parasite évolue.

Paillard A. et al, [180] et Jallouli Y. et al, [181] ont étudié le potentiel d’activation des
protéines du complément et de franchissement de la BHE par les NP* et les NPL7o. IIs ont pu
montrer in vitro la faisabilité de ces vecteurs thérapeutiques a s’affranchir de ces barrieres

biologiques.

IV.1. La barriére sanguine

L’administration parentérale de particules médicamenteuses est confrontée a I'activation du
systéme réticuloendothélial, SRE, encore dénommé le systéme des phagocytes mononucléaires.
Il correspond a l'ensemble des cellules phagocytaires dont on distingue : les phagocytes, issus
des monocytes (macrophages résidents des tissus conjonctifs, de la rate, des ganglions
lymphatiques, des alvéoles pulmonaires et du foie) et les cellules de soutien, a activité
phagocytaire tres faible. Le SRE posseéde diverses fonctions dont la fabrication des éléments du
sang (protéines du complément) et la destruction des corps étrangers.

Des éléments exogénes présents dans un organisme supérieur, font l'objet d’une
neutralisation par les cellules phagocytaires activées par le systéme du complément [196]. Cette
ligne de défense peut étre employée dans le domaine pharmaceutique afin de favoriser un
ciblage passif des cellules ou des organes du SRE (Fig. 15).

Par exemple, dans la Leishmaniose Viscérale, le développement des parasites s’effectue dans
le phagolysosome de macrophages circulants. Les agents pathogenes sont alors, concentrés en
particulier dans le foie, la rate et la moelle osseuse. L'utilisation de formulations liposomales
(Fig. 15) présente une amélioration de l'index thérapeutique des molécules antiparasitaires

suite a une distribution en parfaite correspondance avec la localisation du parasite [189, 197-

199],[200].
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Fig. 15 : Représentation du ciblage passif d'un mac  rophage lors du traitement de la
Leishmaniose Viscérale a I'aide d'un vecteur de typ e lyposome [201]

Cet adressage passif des particules médicamenteuses administrées par voie parentérale, est
favorisé par une charge de surface importante. Dans la TA, les parasites sont exclusivement
extracellulaires. C’est pourquoi I'application de SDM trypanocides doit éviter le SRE qui ne
correspond pas exactement a la dissémination des trypanosomes africains dans le corps du
malade. La stratégie la plus courante, de déviation du SRE, est I'utilisation d'une couronne
stérique en surface des NP. Elle se compose de molécules amphiphiles qui inhibent I'activation
du complément (ex : poly éthyléne glycol (PEG)). Cette barriére stérique parvient a modifier le
temps de demi-vie plasmatique des particules thérapeutiques. En effet, cette interface a
caractére hydrophobe freine l'adsorption de protéines du complément en recouvrant les
charges de surface de la NP, elles sont dites furtives [202-204].

Paillard A. et al,, [180] ont mis en évidence que l'insertion de phospholipides ou de BSA
dans les NP* diminue leur reconnaissance par le SRE et améliore leur temps de résidence
plasmatique. Pourtant, les NP* sont de forts activateurs du systéme du complément. Il en est
de méme pour les NP de poly(methyl methacrylate) qui présente une demi-vie de circulation
sanguine de 3 min [205]. Cette activation est favorisée d’'une part, par leur charge positive [203,
206] et d’autre part, par la présentation de fonctions hydroxyles libres [207, 208]. Toutefois,
I'ajout d’au moins 30% de DPPG dans la structure des NP”, inhibe l'activation du complément.
Le méme phénomeéne est observé suite a I'ajout de BSA dans des NP". Ces résultats ont mis en
évidence que l'association de molécules anioniques dans les NP*, bien qu’elle ne modifie pas la
taille des particules, modifie leur capacité a activer les protéines du complément, tel les

couronnes de PEG. Ces résultats nous montrent que les NPL70 sont furtives et pourraient donc
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circuler suffisamment longtemps aprés administration intrapéritonéale pour augmenter la

biodisponibilité du DMZ.

IV.2. La BHE

Chez 'homme, les cellules endothéliales des capillaires cérébraux constitutifs de la BHE,
présente une épaisseur de 0,3 a 0,5 um [209]. Cette barriére biologique représente I'obstacle
majeur au développement de traitements de pathologies cérébrales [130]. En effet, la BHE se
caractérise par sa fonction de restriction des échanges entre le sang et le parenchyme cérébral,
permise grace a une polarisation des cellules endothéliales cérébrales. En effet, ces cellules
sont jointives, polarisées et ont une activité de pinocytose réduite. Du coté luminal, les
récepteurs reconnaissent des macromolécules endogenes telles I'insuline, la Tf, IGF, la leptine
et les LDL. Grace a des transports vésiculaires, le complexe ligand/ récepteur est transporté
vers le compartiment abluminal, il s’agit de la « transcytose médiée par récepteur » (TMR)
[130, 210, 211]. Il existe également une voie non spécifique dénommeée « transcytose médiée par
adsorption » (TMA) qui nécessite une interaction électrostatique entre la partie cationique
d’'une macromolécule et des sites anioniques de la membrane luminale de la BHE [212, 213].
Clest d’ailleurs via cette voie que le virus du VIH a l'aide de la protéine Tat pénetre dans le
parenchyme cérébral [214].

Une approche non invasive au traitement de pathologies cérébrales est le développement de
vecteurs colloidaux capables d’utiliser les voies de transports naturels de la BHE soit le TMA,
soit le TMR (ex : a Tf, a insuline).

Jallouli Y. et al., [181] ont travaillé sur 'étude de 'endocytose des NP* sur un modeéle in vitro
de la BHE. Les NP" s’associent a la membrane luminale des cellules endothéliales via des sites
anioniques provenant probablement des protéoglycanes et des glycoprotéines qui recouvrent
la face luminale [215, 216]. Elles semblent étre internalisées via la voie de TMA empruntant la
voie des clathrines dont le diameétre des vésicules est de 100 a 150 nm [217, 218]. Cette
internalisation est toutefois orientée vers le compartiment lysosomal limitant la transcytose

des NP".

IV.3. Ciblage intracellulaire du parasite

La molécule trypanocide ne doit pas seulement étre libérée dans le microenvironnement du
trypanocide, elle devra encore interagir avec son site d’action intracellulaire. Les barriéres
biologiques entravant cet accés sont les membranes cellulaires, le triage intracellulaire et les

systémes d’élimination (ex : systéeme d’efflux).
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La premiére membrane cellulaire est la membrane plasmique qui présente une perméabilité
sélective controlant les entrées et les sorties. Les médicaments trypanocides présentent des
transporteurs actifs. Toutefois, il existe des souches résistantes a ces traitements par absence
de transporteurs en surface. L'option a cette situation serait une entrée des molécules
trypanocides par endocytose, formation de vésicules intracellulaires (Fig. 7). Toutefois, la
destination de ces derniéres peut étre le transfert d’'un compartiment a un autre (endosome,
corps multivésiculaires) ou I'exocytose. Aussi, ce type de franchissement ne permet pas aux
médicaments d’accéder directement au cytosol ou au noyau. Toutefois, rappelons que ce
phénomeéne d’endocytose est régio-sélectif et probablement adapté pour effectuer de
I'endocytose rapide et d'une maniére non-spécifique chez le Trypanomastidae [19]. Les
principes actifs pourraient donc rester associés a leur vecteur afin de franchir la membrane
plasmatique par endocytose. Cette activité se produit exclusivement au niveau de la poche
flagellaire (PF) et correspond a la formation de vésicules a clathrine. Cette région membranaire
se distingue du reste de la surface du parasite par son protéome (tableau 1) [19]. Le R'Tf, le
récepteur haptoglobuline - hémoglobuline (HPHBR), le R'LDL et le CRAM (cysteine-rich
acidic integral membrane protein) sont des protéines exprimées dans la PF de la forme TSg.
Suite a une activation ligand spécifique, ces proteines membranaires peuvent induire une
endocytose (42, 44, 47].

Les NP que nous utilisons s’adsorbent aisément en surface des parasites [187]. Toutefois, la
probabilité d'une endocytose passive est faible car la PF ne représente que 2,4% de la surface
totale du parasite [19]. Ainsi, afin d’augmenter cette probabilité de pénétration via une
endocytose, nous pourrions envisager d’ajouter en surface des NP un ligand au R'Tf, R'LDL,
HPHBR ou CRAM. La preuve de concept de I'aptitude des NPL70 a adsober en surface des
protéines a d’ailleurs déja été réalisé a travers les travaux de Paillard A. et al. [180] a I'aide de
BSA.

Le vecteur internalisé doit encore permettre la libération du principe actif dans le cytosol et
sassurer a ce qu’il atteigne son site d’action sans étre dégradé au préalable. Or, dans
I'organisme des Trypanomastidae, les vésicules font 'objet d’adressage vers des compartiments
de triage. D’apres la littérature, 'endocytose de la Tf et des LDL ne présentent pas la méme
destination. Leur voie d’endocytose clathrine dépendante s’oriente vers I'endosome précoce.
Cependant, la Tf et son récepteur sont recyclés [219] alors que les LDL et leur récepteur sont
dissociés afin que le R'LDL soit recyclé et que les LDL soient adressés aux lysosomes [220, 221].

Pour maitriser ce trafic intracellulaire, il faut connaitre les signaux d’adressage.
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V. Conclusion et perspectives

La formulation DMZ-NPL70 mise au point lors de notre étude, présente un taux
d’association en principe actif stable jusqu’a 6 mois lors d’'un stockage a 4°C. Cette formulation
colloidale présente également l'avantage de protéger le DMZ associé de réactions de
dégradation. Son efficacité thérapeutique in vitro montre une légére amélioration par rapport
au DMZ diac et les tests in vivo réalisé sur un modéle murin de TA aigué montrent que la dose
efficace de cette formulation est de 3 mg/kg.

La principale limite de cette formulation est son chargement en principe actif qui reste
limité a 0,11 mg de DMZ pour 5 mg de NP*. D’apres les études du chargement des NP* en
médicaments a caractéristiques physicochimiques variées, le DMZ b n’est pas un bon candidat
pour notre nanosystéme. Ses groupements amidines et son caractére hydrophobe lui conféerent
un pouvoir déstructurant lorsqu'’il est trop concentré dans la solution de NPL7o0 (seuil a 0,175
mg de DMZ pour 5 mg de NP”).

Nous pouvons toutefois envisager d’augmenter la dose efficace de notre formulation DMZ-
NPL70 en diminuant la taille des NP*. Nous parviendrons potentiellement a augmenter la
biodisponibilité du DMZ suite a une administration intrapéritonéale sur un modele animal de
TA chronique [17]. Nous testerons enfin I'utilité d’'une fonctionnalisation des NPL7o a l'aide de
Tf, ou de ligand LDL, voire contenant deux types de ligand ; Tf + haptoglobuline pour effectuer
un double ciblage, BHE et trypanosome, en vue d’optimiser la biodistribution du DMZ

formulé.
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CONCLUSION




CONCLUSION GENERALE

La recherche de SDM trypanocides présente, a ce jour, un impact limité sur la lutte
contre la TA. Toutefois, cette approche issue de l'ingénierie en galénique, présente
l'avantage d’étre moins couteuse et détre plus efficace (rendement) que le
développement de nouvelles molécules a propriétés trypanocides. Elle vise a améliorer la
commodité de la prise de médicament.

La lutte contre les Trypanosomoses représente a I'’heure d’aujourd’hui un véritable
défi pour la communauté des chercheurs. L’amélioration des connaissances pour
comprendre la physiopathologie est nécessaire. De nouveaux médicaments et protocoles
de traitements sont urgents. Les industries pharmaceutiques doivent étre encouragées

dans ce sens.

« L’histoire du médicament n’est pas et ne sera jamais finie tant les progres
qu'il reste a faire sont considérables, tant il nous reste des maladies a guérir,
tant les agents infectieux s'adaptent, tant de nouvelles maladies

apparaissent »

Pierre Joly *

*> Préface « Histoire et médicament »
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ANNEXE -1- Les NP polysaccharidiqgues a coeur huileux

Article 2: Positively-charged, porous, polysaccharide nanopades
loaded with anionic molecules behaves as ‘stealtbationic

nanocarriers

Ref.: A. Paillard et al., Pharmaceutical Research, 27 (1) : 126-33, Jan 2010
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ANNEXE -2- Protocole de préparation de NPL70 a l'ale de Solutol HS 15

Le Sol® est un surfactant non-ionique qui se compose d'un mélange de 70% de mono-

diesters d’acide 12-hydroxystéarique (partie hydrophobe) et de 30% de poly éthyléne

glycol 660 (partie hydrophile). Il se caractérise par une CMC de 0,02% (poids/ volume)

a 25°C. A température ambiante, le Sol® est solide. Il est donc, préférable de le

manipuler a 60°C ot sa densité est de 1,03g/m

26
1”7,

La préparation de NPL7o0 a 'aide de Sol®, s’articule en quatre points :

Préparation, a 60°C, d'un mélange Sol®/ eau a 49,05mg/ml en Sol®

Micellisation du DPPG dans le mélange Sol®/ eau a 8C0°C, avec un rapport Sol®/
DPPG poids/ poids a 57,1% (micelle de diamétre : 15nm et de potentiel zéta : -
10mV, a 25°C)

Injection a 80°C de ce mélange DPPG/ Sol®/ eau dans une suspension de NP*a 5
mg/ml

Agitation magnétique maintenue a 80°C, le temps nécessaire a ce que le
mélange devienne limpide, parameétre visible, de I'association complete DPPG/
NP*

> Donnée fourni par la société BASF
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Sol®

. T
Micelles (CMC~0,003%) ol [ emps |
@:12 nm, {= 0 mV [ oftieau en min

Melonge n*1
Liposomes | DPPG/Sol®/eau .
@:85 nm, {=-20 mV Mélonge n2
>
i NP*/eau 5
. Suspension NP
“\
Injection a chaud 5
trés lente ~)
Agitation maintenue
10 min 2 80° C 1
, |
Nanoparticules
NP+/DPPG/Sol®/
@: 75 nm, {= + 30 mV orwreat || 20

3 60°C
a 60°C sous agitation magnétique a 700 rpm
— 3 50°C sous agitation magnétique 4 700 pm

Fig. : schéma de la préparation de NPL70 a l'aidealSolutol® HS 15

Ces NPL70 Sol® présenteraient les méme caractéristiques physico-chimiques que les NPL70
issues d’'une préparation a l'aide d’éthanol (taille, potentiel zéta, chargement en DMZ).

Toutefois, le Sol® représente une composante en plus, dans la composition finale des NPL7o0 :
pour 100 ml, 50 mg de NP*, 35 mg de DPPG et 20 mg de Sol®. A la différence de I'éthanol qui

est absent de la préparation finale (éthanol résiduel éliminé par dialyse).
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Fig. n°2: Photos de la préparaton de NPL7D
illustrant les éapes correspondant & 1'axe 4 et
Taxe Bdelafig.n"1:
- Solubilization du DPFPG par migelisaion.
danzun mélange Sol® /eau
- Injecion a chaud du DPGGE dans la
suspension de NP
Ci-dessus, nous chservoms la présence de
mousse de Solf en surface du mélange
NP /DPPG/ 50l feau.
Ci-dessous nous montrons gue 13 suspension de
MPL70 estlégerement opalescente.

Suspension de NFLT0 Scl2
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