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EPI  Enhanced Product Ion 
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IFN-γ  Interféron gamma 
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Inf + ou –  Souris infectées ou souris non infectées 
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IV  Intra Veineuse 

Ki   constante de dissociation, ou d'inhibition 
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LPS  Lipo-PolySaccharides 
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m/z  Rapport de la masse atomique m sur la charge élémentaire z d’un ion 
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MMP  Matrix MetalloProteases 
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OMS   Organisation Mondiale de la Santé 
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PCR  Polymerase Chain Reaction 

PFK  PhosphoFructo-Kinase 
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PLSD  Protected Least Significant Difference 
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Introduction 

La trypanosomose humaine Africaine (THA) est une parasitose endémique touchant actuellement 

trente six pays d’Afrique subsaharienne (Simarro et al, 2011) situés entre le 15° de latitude nord et le 23° de 

latitude sud (Bisser et al, 2012). 

La maladie est due à un protozoaire flagellé sanguicole du genre Trypanosoma transmis par son 

vecteur hématophage, la mouche tsétsé (genre Glossina). Une fois inoculé, le parasite migre jusqu’à 

atteindre le système lymphatique et sanguin. C’est le stade I ou stade lymphatico-sanguin de la maladie 

avec des signes cliniques comme les adénopathies palpables. Par la suite, le parasite peut traverser la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) et atteindre le système nerveux central (SNC), il s’agit alors du stade II 

ou stade nerveux de la maladie (Kennedy, 2004). Le patient développe alors des signes d’atteinte nerveuse, 

avec des troubles de la marche, et du sommeil, ce dernier ayant donné son nom à cette pathologie, « la 

maladie du sommeil ». En l’absence de traitement l’évolution est le plus souvent mortelle (Dumas et al, 

1999). 

Depuis le siècle dernier, il existe des traitements « stades dépendants », or plusieurs critères 

caractérisent les médicaments actuellement disponibles pour traiter le stade nerveux de la maladie :  

 toxiques (Mélarsoprol avec ses encéphalites réactives, et DFMO (Difluoromethylornithine) avec 

ses effets indésirables d’anticancéreux) 

 coûteux (inconvénient momentanément aboli grâce aux efforts communs de l’OMS 

(Organisation Mondiale de la Santé) et de Sanofi-Aventis) 

 d’utilisation délicate (injections IV (Intra Veineuses) douloureuses et répétées, suivi dans le 

temps, risque de mutation vers des souches résistantes et risques de rechutes). 

Rappelons brièvement les caractéristiques du médicament idéal tel que le rêve tout pharmacien : ce 

médicament doit être peu onéreux à la production et à l’achat, atoxique, actif à faibles doses, de prise aisée 

préférentiellement en une seule prise et par voie orale, avoir une marge thérapeutique assez large et être 

éliminé rapidement. C’est à partir de cette simple comparaison que l’on peut déduire que la recherche de 

traitements contre la maladie du sommeil est loin d’être achevée et nécessite encore beaucoup d’attention. 

Notre travail va tout d’abord rappeler des notions générales actualisées sur la THA dans le domaine 

de l’épidémiologie, du diagnostic, de l’immunopathologie de la maladie, des traitements actuels et avenirs 

ainsi que des généralités sur la métabolisation. Par la suite serons présentés, les travaux entourant le 

Mégazol depuis sa découverte jusqu’à nos jours. Après cela, les objectifs de ce travail serons exposés, 

suivis de la partie matériel et méthodes. Enfin, les résultats seront présentés puis discutés. 
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1. Généralités 

1.1. Épidémiologie  

Environ soixante millions de personnes vivant dans des régions rurales d’Afrique subsaharienne en 

contact avec le vecteur de la maladie sont exposées. Sur cet ensemble, seulement 5 millions bénéficient 

d’une surveillance régulière. On distingue deux types de maladie du sommeil. Le premier, responsable dans 

presque tous les cas de trypanosomose est dû à Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense) qui 

entraine une forme chronique de la maladie et qui se retrouve surtout en Afrique de l’Ouest et Centrale, le 

second type est la forme aiguë de la maladie, dû à T. b. rhodesiense que l’on retrouve principalement en 

Afrique du Sud et de l’Est (figure 1) (Brun et al, 2010). Cependant cette frontière géographique n’est pas fixe 

notamment avec l’extension de T. b. rhodesiense par exemple en Ouganda (Picozzi et al, 2005). 

Figure 1 : Distribution géographique de l’incidence annuelle de la trypanosomose humaine africaine et du risque pour les voyageurs, 
La ligne noire divise les territoires dans lesquels sévit principalement T. b. gambiense de ceux où prédominent les infections à T. b. 

rhodesiense (Brun et al, 2010) 
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Le continent Africain a été touché par trois grandes épidémies durant le siècle passé (Steverding, 

2008). La première, de 1896 à 1906, a touché principalement l’Afrique équatoriale et a entrainé près de 

800 000 morts (Louis et al, 2005). La seconde a eu lieu de 1920 jusqu’à la fin des années 1940. Les 

puissances coloniales ont alors investi dans la lutte anti vectorielle et dans des équipes mobiles chargées de 

la surveillance médicale de la population, deux stratégies qui restent des piliers dans le contrôle de la 

maladie. Jusqu’aux années 1960, ces stratégies avaient presque permis une éradication de la maladie, mais 

l’indépendance des pays Africains et les conflits en découlant ont entrainé un quasi arrêt de ces activités de 

surveillance et de contrôle dans les zones endémiques. Ainsi, l’épidémie est progressivement réapparue une 

troisième fois (figure 2), jusqu’à atteindre de nouveau un pic dans les années 1990 en République 

Démocratique du Congo, en Angola, en République Centrafricaine, dans le sud du Soudan et de l’Ouganda 

(Smith et al, 1998). 

 

 

Figure 2 : T. b. gambiense : comparaison dans le temps, entre les personnes placées sous surveillance active et les nouveaux cas 
détectés. (Nombre des cas signalé (colonnes) et  campagnes de prospections ou population dépistée (cercles), Afrique, 1939-2004 

(Brun et al, 2010). 

 

Depuis les années 2000 il y a une forte réduction du nombre de cas jusqu’à parler actuellement d’un 

éventuel contrôle de la maladie dans les zones endémiques (figure 2). Ces changements épidémiologiques 

sont dus à différents facteurs:  

 La fin des conflits sociaux et civils en Angola, au Congo, en Ouganda, en République 

Centrafricaine, en République Démocratique du Congo et au Soudan, ce qui a permis de rétablir l’accès aux 

zones d’endémie.  
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 Un partenariat entre l’OMS et Sanofi-Aventis depuis 2001 (renouvelé en 2006) qui a permis 

de faciliter l’accès et la distribution de la plupart des médicaments spécifiques de la THA (Simarro et al, 

2011). 

 L’engagement des organisations non gouvernementales à lutter contre la maladie dans le 

cadre de leurs projets d’urgence. 

 La mise en place de projets de coopérations bilatéraux belge, français et espagnol dans la 

lutte contre la maladie. 

 Une forte campagne de sensibilisation et de mise en réseau via l’OMS et d’autres 

organismes internationaux comme DNDi (Drugs for Neglected Diseases) et FIND (Foundation for Innovative 

New Diagnostics) pour permettre un meilleure prise de conscience de la maladie au sein de la communauté 

internationale et parmi les décideurs nationaux des  pays endémiques. 

 

Ainsi, le nombre de nouveaux cas diagnostiqués est passé de 36 601 en 1997 à 17 036 en 2004. En 

parallèle, le nombre de personnes dépistées est passé de 1 345 809 en 1997 à 3 291 199 en 2004 (WHO, 

2006). Et en 2009, le nombre de cas déclarés à l’OMS est passé sous la barre des 10 000 cas pour la 

première fois depuis 50 ans (Simarro et al, 2011). Cependant, d’autres chercheurs se sont intéressés à un 

modèle prenant en compte ; l’épidémiologie, le changement climatique et le parasite, pour aboutir à la 

conclusion que la zone géographique à risque de contamination due à la maladie du sommeil pouvait 

augmenter d’environ 60%, amenant un risque d’exposition d’ici 2090 de 46 à 77 millions de personnes 

(Moore et al, 2012). 

1.2. Vecteur de la maladie 

Les glossines sont des mouches piqueuses ou Tsaltsalya, nom donné par les éthiopiens. Ce sont des 

diptères brachycères Muscidae, de la sous famille des Glossinidae, du genre Glossina (Jordan, 1993). La 

tsétsé est une grosse mouche brune de 6 à 16 mm de long. Elles sont identifiables par leur trompe 

horizontale prolongeant le corps en avant et par leurs ailes croisées au repos (figure 3) sur le dos comme les 

deux lames d’une paire de ciseaux (Gentilini et al, 1986).  
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Figure 3 : Mouche tsétsé, ici Glossina palpalis (photo Ray Wilson, 2009). 

 

Glossina palpalis vit autour des points d'eau de l'Afrique de l'Ouest, c'est le vecteur principal de 

T. b. gambiense. G. tachinoïdes vit dans les forêts galeries, c'est un vecteur important de T. b. gambiense. 

Glossina morsitans vit en savane sèche au contact des troupeaux d'Afrique Orientale (figure 4), c'est le 

vecteur de T. b. rhodesiense (Gentilini et al, 1986). La mouche pique les animaux sauvages et domestiques 

qui passent à sa portée. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Probabilité de distribution géographique de Glossina palpalis (carte de gauche), et de Glossina morsitans (carte de droite), 
d’après une extrapolation à partir de leur milieu de vie respectif observé par satellite. (Zone verte : probabilité de 65 à 100% ; Zone 

rouge : probabilité de 0 à 34,9% ;  Zone rainurée : Présence observée). (Rogers et al, 2003). 
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La glossine se contamine seulement lors de son premier repas sanguin en piquant un sommeilleux. 

Elle ingère des trypanosomes qui subissent chez elle un cycle complexe. Trois semaines plus tard, ils 

réapparaissent dans les glandes salivaires de la mouche sous forme métacyclique infestante. A l’occasion 

d’un nouveau repas sanguin, la glossine peut transmettre l’infection en injectant sa salive virulente dans la 

plaie de piqûre. 

La glossine est « un mauvais vecteur », en effet, elle perd des parasites en piquant aussi bien les 

animaux que les hommes et seuls 3 à 10 % des glossines ayant pris leur repas sanguin sur un hôte parasité 

deviennent infectantes ; de plus la femelle ne pond que 6 à 8 larves dans sa vie (Gentilini et al, 1986). Dans 

la nature une sur mille transmet les trypanosomes à l'homme par ses piqûres. La mouche tsétsé pique 

essentiellement le matin très tôt et tard le soir. Le jour, elle est active de 5 à 30 minutes et se réfugie le reste 

du temps dans des gîtes ombragés de faible hauteur (moins de 3 mètres ; tronc d’arbres, sous les feuilles) 

(Rogers, 1985). 

1.3. Le parasite 

Les trypanosomes sont des protozoaires sanguicoles (figure 5) constamment en mouvement grâce à 

leur flagelle. Ils sont longs de 15 à 30 µm avec une anatomie relativement simple (figure 6) et appartiennent 

à la famille des Trypanosomatidae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Microscopie électronique à balayage coloré de T. brucei dans le sang humain  

(©2004 Pearson Education, Inc). 
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Très répandus dans la nature, ils parasitent de nombreux vertébrés, poissons, amphibiens, reptiles, 

oiseaux et mammifères. 

Tous ne sont pas pathogènes. Il en existe deux grands groupes (Voir la classification figure 7): 

 

 Les Stercoraria, transmis par les déjections du vecteur. Exemple : T. cruzi, agent de la 

trypanosomose américaine (maladie de Chagas), dont le vecteur est une punaise appartenant à la famille 

des Reduviidae. Chez l’hôte vertébré, il comprend des formes extracellulaires et des formes intracellulaires 

(Stevens et al, 2004). 

 Les Salivaria, dont la transmission se fait par piqûre, soit par passage du parasite dans les 

glandes salivaires, soit directement par les organes piqueurs de l’insecte. Trypanosoma brucei est un 

parasite extracellulaire chez l’hôte vertébré (Stevens et al, 2004). Exemple : T. brucei qui comprend trois 

sous espèces transmises par la mouche tsétsé.  

 

 

 

Figure 6: Anatomie du trypanosome chez l’homme sous sa forme trapue courte, d'après Cassier et al, 1998. 

Le flagelle adhérent (F), formant une membrane ondulante, implanté par son corps basal (CB) près du kinétoplaste postérieur (K) 
(contenant l’ADNmt (Acide Désoxyribo-Nucléique mitochondriale)). L’appareil de Golgi (G) émet des lysosomes primaires (Ly) 

qui exportent leur contenu dans la poche flagellaire (PF). Les vésicules d’endocytose (VE) fusionnent pour former les vacuoles 
digestives (VD). Les vacuoles autophagiques (VA) évoluent en corps résiduels (CR) et sont évacuées dans la poche flagellaire. 

Présence de glycosomes (Gl), de lipides (L) dans le cytoplasme.  Mitochondrie (Mi) ; Microtubules sous-menbranaires (Mt) ; 
Noyau (N) ; Réticulum endoplasmique (RE). 
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Ainsi on distingue : 

 T. b. brucei  parasite du bétail et des carnivores domestiques, responsable d’une 

trypanosomose appelée Nagana. Utilisé comme modèle expérimental, il permet la réalisation de 

nombreuses études sans risque de contamination humaine (Poltera et al, 1985). 

 T. b. gambiense est l’agent de la maladie du sommeil sous sa forme chronique en Afrique 

de l’Ouest et Centrale. Il n’est théoriquement pathogène que pour l’homme, mais il existe des animaux 

porteurs pouvant jouer le rôle de réservoir du parasite (porcs, moutons…) (Njiokou et al, 2006). 

 T. b. rhodesiense est l’agent d’une anthropozoonose. Présent en Afrique de l’Est, il est 

responsable chez l’homme de la forme aiguë de la THA (Welburn et al, 2001). 

 

 

Figure 7 : Classification des trypanosomes (D’après Vickermann, 1985). 

Ces 3 sous-espèces sont identiques d’un point de vue morphologique mais leurs formes varient selon 

le stade du cycle de développement dans lequel elles se trouvent. 

 

L’exemple du cycle de T. brucei est présenté sur la figure 8: 

Protozoaires SOUS-REGNE

Sarcomastigophores PHYLUM

Mastigophores SOUS-PHYLUM

Zoomastigophores CLASSE

Kinetoplastidiés ORDRE

Trypanosomides SOUS-ORDRE

Trypanosomidés FAMILLE

Trypanosoma Phytomonas   Leishmania   Endotrypanum GENRECrithidia      Leptomonas   Herpetomonas   Blastocrithidia

Herpetosoma  Megatrypanum  Schizotrypanum        Tejeraia   Duttonella     Nannomonas     Trypanozoon     Pycnomonas      SOUS-GENRE

T. lewisi    T. theileri               T. cruzi               T. rangeli   T. vivax        T. congolense    T. equiperdum       T. suis

T. musculi      T. melophagium     T. dionisii                             T. uniforme   T. simiae            T. evansi ESPECE

T. microti                                                                                                                                   T. brucei   

         Stercoraria Salivaria SOUS-ESPECE
T. b. brucei

T. b. rhodesiense

T. b. gambiense

Kinetoplastidés 

Groupe Groupe 



14 
 

 

Figure 8: Cycle de développement des trypanosomes. Les flèches représentent les périodes de 
différenciation dans le cycle du trypanosome (Matthews, 2005). 

 

Les trypanosomes se développent dans le flux sanguin de l’homme sous leur forme effilée 

métacyclique c'est-à-dire, avec à leur surface des antigènes de « couverture » composés de glycoprotéines 

appelées VSG (Variant Surface Glycoprotein). Ces VSG participent à l’échappement du parasite à la 

réponse immunitaire de l’homme. Ces formes présentent un kinétoplaste (génome mitochondrial du parasite) 

situé au niveau de l’extrémité postérieure de la cellule, et leur activité mitochondriale est relativement 

réprimée.  

Quand la multiplication du nombre de parasite dans le flux sanguin est grande, il y a alors une 

différenciation du parasite en forme trapue. Ces formes ne se divisent plus afin de pouvoir être transmises à 

la glossine. Après absorption du repas sanguin par la mouche, les formes procycliques (sans manteau 

glycoprotéique) apparaissent dans son appareil digestif. Après s’y être installés, les trypanosomes stoppent 

leurs divisions puis migrent dans les glandes salivaires de la mouche tsétsé où ils se fixent, c’est la forme 

épimastigote. Ces formes évoluent en restant fixées jusqu’à l’élaboration complète du flagelle. Finalement 

ces formes métacycliques non prolifératives récupèrent leur couche de VSG en vue d’être transmises de 

nouveau à l’homme (Matthews, 2005). 
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1.4. Clinique et Physiopathologie de la THA 

Les signes cliniques de la THA sont étroitement liés au développement de la réaction immunitaire de 

l’hôte qui va mettre en jeu des acteurs différents quand l’infection progresse de la peau vers le système 

lymphatico-sanguin puis vers le SNC (figure 9) où des interactions particulières ont lieu au niveau de la 

barrière de protection représentée par la BHE. Pour T. b. gambiense le temps d’évolution vers le stade 

nerveux est de plus d’un an (Checchi et al, 2008), et pour la forme aiguë due à T. b. rhodesiense cette même 

évolution se fait en 3 semaines (Odiit et al, 1997). 

 

Figure 9 : Migration du trypanosome dans l’organisme. Après la piqûre de glossine (1) il y a une 
réplication puis une propagation par les vaisseaux hémo-lymphatiques (2). Ils atteignent le cerveau 
par la circulation sanguine, d’abord par les capillaires fenestrés (3)  puis après un processus 
inflammatoire complexe, passent par les veinules post capillaires avec jonctions serrées (traits noirs). 
(Kristensson et al, 2010). 

 

 

1.4.1. Stade I ou stade lymphatico-sanguin 

Une réaction locale à la piqûre provoque un chancre d'inoculation ou trypanome (Figure 10). Ce 

chancre apparait rarement chez T. b. gambiense mais est présent dans 19% des cas dus à T. b. 

rhodesiense. Il pourrait permettre un diagnostic précoce de la maladie mais il est rarement rencontré sur les 

peaux noires. 
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Figure 10 : Illustration d'un trypanome (Peters et al, 1977) 

Les symptômes apparaissent de manière très variable entre une et trois semaines après la piqûre 

infectante. La symptomatologie la plus courante lors d'un stade I est une fièvre intermittente, des céphalées, 

accompagnées d'arthralgies, des malaises, une apathie, un prurit, des adénopathies lymphatiques et dans 

une moindre mesure une hépato-splénomégalie. La fièvre est intermittente avec des attaques pouvant durer 

de un jour à une semaine entrecoupées par des intervalles de quelques jours à un mois ou plus (Duggan et 

al, 1966). 

Les épisodes fébriles correspondent à une réaction inflammatoire de type 1 associée à l'activation des 

cellules macrophagiques 1 et de hautes concentrations d’IFN-γ, de TNF-α, de radicaux libres (NO) et leurs 

métabolites. Cette réaction peut contrôler l'invasion et la prolifération parasitaire, mais la réponse 

immunitaire exagérée peut entraîner des lésions tissulaires. Pour contrer cela, l’hôte peut réagir par une 

réaction immunitaire de type 2, avec une activation des cellules macrophagiques 2 qui vont induire la 

production d’IL-10 d’IL-4 et d’IL-1β ayant des propriétés anti-inflammatoires, immunosuppressives, et 

inhibitrices de la synthèse de NO (Stijemans et al, 2007). 

1.4.2. Passage de la barrière hémato méningée 

Après s’être fixés aux cellules endothéliales de surface, les globules blancs, peuvent sortir des 

vaisseaux sanguins par ouverture d’une jonction serrée entre les cellules endothéliales (Engelhardt et al, 

2004). Des études utilisant des préparations de BHE in vitro ont suggéré que le parasite pouvait traverser les 
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cellules endothéliales par un processus similaire et qu’une cystéine protéase, la trypanosome derived 

cathepsin L-like (ou brucipain) était nécessaire pour cela (Nikolskaia et al, 2006). 

L’infiltration de cellules inflammatoires à travers la BHE se produit au niveau des veinules post 

capillaires et non dans les capillaires eux-mêmes (Owens et al, 2008). Ces veinules post capillaires sont 

entourées par un espace péri-vasculaire bordé par la membrane basale endothéliale et une membrane 

basale parenchymateuse formée de prolongements astrocytaires ou glia limitans. 

Les étapes permettant le passage des globules blancs dans le parenchyme sont régulées par la 

composition biochimique de ces deux membranes basales (Owens et al, 2008). La première membrane à 

être franchie est la membrane basale endothéliale qui permet le passage des lymphocytes, uniquement si 

elle est constituée de laminine-4, et non de laminine-5. Les lymphocytes qui ont ainsi pu passer cette 

première barrière vont alors patienter dans l’espace périvasculaire jusqu’à ce que les processus permettant 

de franchir la glia limitans soient initiés. L’invasion des globules blancs à travers la glia limitans est 

l’événement crucial permettant l’apparition de signes de la maladie dans l’encéphalomyélite allergique 

expérimentale (Owens et al, 2008). 

La glia limitans est ancrée par une sous-unité transmembranaire, la dystroglycane-β au niveau de la 

fin du pied astrocytaire. Cette sous-unité dystroglycane peut être clivée sélectivement par les MMP-2 et les 

MMP-9 (Matrix MetalloProteases), lorsqu’elles sont activées pendant l’inflammation. Un tel clivage crée alors 

une ouverture temporaire et localisée de la glia limitans permettant alors le passage des globules blancs 

dans le parenchyme (Agrawal et al, 2006). Chez des souris infectées par un clone utilisé en laboratoire de T. 

b. brucei, le passage de la glia limitans par les lymphocytes T et les parasites est facilité par l’IFN- 

(Masocha et al, 2004). Chez les souris déficientes pour les gènes codants l’IFN- ou pour leurs récepteurs, 

les trypanosomes sont capturés entre les deux types de membranes basales (Masocha et al, 2004). 

 

1.4.3. Stade II ou stade nerveux 

Les symptômes les plus flagrants sont des troubles du sommeil et des troubles neuropsychiatriques. 

Des études somnographiques ont montré que la maladie entraînait une dérégulation du rythme circadien du 

cycle veille/sommeil et une fragmentation du sommeil (Buguet et al, 2001), accompagnée d’une disparition 

de la sécrétion circadienne de prolactine, de rénine, d'hormone de croissance et de cortisol, seul le cycle de 

la mélatonine est conservé (Lundkvist et al, 2004). D’autres troubles endocriniens, notamment de la thyroïde 

et des corticosurrénales peuvent se manifester par un hypo ou un hyper fonctionnement, sans pour autant 

appeler à un traitement spécifique (Blum et al, 2007). Ces symptômes sont plus prononcés dans la maladie 

due à T. b. rhodesiense (Reincke et al, 1998). 
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Les signes psychiatriques comme l'irritabilité, la psychose, l'agressivité, ou l'inactivité accompagnée 

d'apathie peuvent dominer le tableau clinique (Kennedy, 2006). En Europe, des immigrants infectés par la 

maladie, ont parfois été admis à tort en hôpital psychiatrique (Bédat-Milet et al, 2000). 

Les signes neurologiques sont variables, avec : des troubles de l’équilibre, des troubles d'élocution, 

des tremblements, une parésie d'un membre, une rigidité de type Parkinson ainsi que des mouvements 

anormaux de type choréiques ou athétosiques. De plus, la fréquence et l’intrication de ces signes 

augmentent avec la durée de la maladie (Blum et al, 2005). 

1.5. Immunopathologie 

1.5.1. Au cours du stade I 

 

La réponse immunitaire de l’hôte joue un rôle important sur la multiplication du parasite in vivo. 

Toutefois, les variations antigéniques des VSG qui recouvrent presque complètement la surface du parasite 

rendent inefficace la tentative d’élimination par les anticorps (Vickerman, 1985). En changeant de VSG et en 

exposant ce nouvel antigène, la population du parasite peut croître rapidement alors que les anticorps 

dirigés contre ces nouvelles VSG commencent à peine à être produits, et ainsi, le cycle est répété. Environ 

10% du génome du trypanosome est utilisé pour l’encodage d’approximativement 1 000 formes de VSG 

différentes. Le rôle de la réponse immunitaire humorale est donc d’éliminer les trypanosomes qui n’ont pas 

pu changer leurs VSG.  

Dans les tissus, un nouveau contrôle de l’expansion du parasite s’exerce avec l’immunité innée 

(macrophages, complément) et acquise (lymphocytes mémoires et anticorps) du malade (Mansfield et al, 

2005). L’activation des macrophages est un élément très important dans cette infection, en effet elle peut 

être induite par les VSG solubles libérées par les parasites vivants ou les VSG membranaires (Drennan et al, 

2005). 

L’activation des cellules présentatrices d’antigène, c'est-à-dire les cellules dendritiques et les 

macrophages, est due en partie au Toll-Like Receptor (TLR) 9 et sa molécule intracellulaire associée, MyD88 

(Myeloid differentiation primary response gene 88) (Drennan et al, 2005). Elles produisent alors le TNF-α 

ainsi que tous les radicaux libres et les dérivés nitrés pouvant être toxiques pour le parasite. En outre, les 

macrophages et cellules dendritiques activés par les trypanosomes sécrètent les IL-12 et IL-18, cytokines 

pouvant activer à leur tour les lymphocytes T helper de type 1 (Th 1) avec production d’IFN-γ (Mansfield et 

al, 2008). 
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Les parasites en décomposition peuvent aussi libérer un élément du cytosquelette, la trypanine 

(ancien Trypanosome Lymphocyte-Triggering Factor ou TLTF) (Hutchings et al, 2002). Cette trypanine 

stimule les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ qui vont sécréter l’IFN-γ (Vaidya et al, 1997). 

Pendant l’infection, les facteurs immunosuppresseurs sont également libérés (Mansfield et al, 2005). 

Ces facteurs vont non seulement prévenir des possibles dommages infligés aux tissus, mais également 

permettre aux trypanosomes d’échapper à l’élimination dans les tissus rendus hostiles par la réponse 

immunitaire. Un de ces facteurs est la PGE2 (prostaglandine E2), libérée par la forme effilée du parasite 

(Kubata et al, 2007). 

  

Figure 11 : Les mécanismes immunopathologiques dans la THA 

Représentation schématique des mécanismes immunopathologiques conduisant à un dysfonctionnement du SNC lors 
du stade nerveux de la maladie. D’après Kennedy, (2004). Tltf : trypanosome-derived lymphocyte triggering factor ; NK : 

cellule Natural Killer; CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité. 

 

La plupart des interactions complexes (résumées dans la figure 11) entre le trypanosome et les 

nombreuses réponses du système immunitaire restent encore à découvrir. Une foule de molécules 

biologiques actives sont libérées pour contrôler l’infection, mais elles peuvent en même temps favoriser la 

survie du trypanosome extracellulaire dans l’environnement hostile que sont les tissus de l’hôte (Kristensson 

et al, 2010). 
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Les chémokines quant à elles, sont les médiateurs du recrutement et/ ou de la rétention de cellules de 

l’inflammation dans les tissus. Elles peuvent être libérées lors d’une infection et/ ou après la reconnaissance 

par le récepteur de l’immunité innée de molécules microbiennes, ou encore indirectement par des cytokines 

sécrétées en réponse à l’infection. 

La cytokine pro-inflammatoire IFN- joue un rôle paradoxal en facilitant la pénétration des 

lymphocytes T au travers de la BHE dans l’expérimentation de Masocha (2004) sur des souris infectées par 

T. b. brucei. Dans une analyse discriminante de toutes les chémokines et des ARNm (Acide Ribo-Nucléique 

messager) de leurs récepteurs chez des souris infectées avec T. b. brucei, il a été découvert qu’une 

accumulation de lymphocytes T et de parasites dans le cerveau était associée en particulier à une 

augmentation des gènes codant la chémokine IFN--inductible CXCL-10 (anciennement IP-10). Des souris 

génétiquement modifiées, afin de ne pas exprimer les gènes synthétisant cette chémokine ont montré une 

diminution de l’invasion du cerveau par les lymphocytes T et les parasites. La chémokine se retrouve dans 

les astrocytes parenchymateux de la région hypothalamique, chiasma optique et voies optiques (Amin et al, 

2009). 

Les chémokines pro-inflammatoires étant produites au moment de l’infiltration des globules blancs à 

proximité des organes périventriculaires, il a été supposé que les chémokines, dont l’IFN-, se propageaient 

petit à petit à travers les barrières dans le parenchyme du cerveau (Amin et al, 2009). À partir des organes 

périventriculaires et des plexus choroïdes, les cytokines peuvent se propager respectivement au travers des 

barrières des tanicytes et de l’épithélium des plexus choroïdes, dans le LCR (Liquide Céphalo Rahidien) d’où 

l’IFN- peut diffuser des cellules épendymaires au parenchyme cérébral. L’expression de CXCL-10 induite 

par l’IFN- dans les astrocytes périvasculaires va ainsi faciliter le passage de la BHE par les lymphocytes T, 

qui peuvent à leur tour amplifier le processus en sécrétant de nouveau de l’IFN-. 

Un raisonnement similaire à permis de décrire lors d’une encéphalomyélite allergique, une première 

vague de lymphocytes (Th-17) entrant dans le cerveau à travers les plexus choroïdes. Cet événement a 

déclenché une seconde vague de lymphocytes T qui, une fois activés ont traversé l’épithélium des vaisseaux 

sanguins jusqu’au parenchyme cérébral (Reboldi et al, 2009). 

 

1.5.2. Au cours du stade 2 

 

Lorsque le parasite est dans le cerveau, il y a une activation des cellules astrocytaires et microgliales 

qui ont un rôle essentiel lors de l’inflammation en produisant des cytokines, des chémokine et du NO 

(Raivich et al, 2004). De plus, des études sur les effets de T. b. brucei sur des cultures d’astrocytes ont 
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montré une réponse amenant une dégénération du matériel parasitaire et des cellules astrocytaires 

entrainant alors un début d’astrogliose (Pentreath et al, 1994). Les astrocytes du noyau suprachiasmatique, 

qui ont été présentés comme l’interface du système immuno-circadien, répondent in vitro, aux Lipo-

PolySaccharides (LPS) et également au TNF- et l’IL-1 par une augmentation de l’expression d’NF-B 

(Nuclear factor  B) qui a un rôle important dans l’inflammation (Leone et al, 2006). Les récepteurs au TNF-

, à l’IFN- et aux Suppressors Of Cytokine Signaling (SOCS) 1 et 3 (agents essentiels dans la régulation 

des cytokines) sont exprimés dans le SNC du rongeur, dont certains présentent des troubles du rythme 

circadien (Leone et al, 2006). 

La durée et l’intensité de l’expression des cytokines sont régulées à plusieurs niveaux. Les différents 

mécanismes proposés pour initier une réponse sont : i) la concentration de base en cytokines ii) la régulation 

de l’expression des récepteurs de surface cellulaire iii) et les SOCS intracellulaires (Rakesh et al, 2005). Les 

cytokines peuvent toucher le fonctionnement d’un neurone en augmentant la libération de signal et 

également en entrainant une baisse des processus dépendants de la transcription, ce qui peut entrainer une 

réaction en chaine impliquant des milliers de transcrits de gènes. Les effets peuvent survenir au niveau de la 

membrane du neurone et/ou de la synapse, ainsi qu’au niveau de l’interaction neurone/cellules gliales. Le 

TNF- et l’IFN- sont tous deux des inducteurs potentiels des transcrits d’iNOS (inductible Nitric Oxide 

Synthase) et de la production de NO qui joue un rôle dans la croissance de T. brucei et également dans la 

survenue des troubles nerveux (Kristensson et al, 2010).  

1.6. Diagnostic  

Le diagnostic de la maladie et du stade de la THA ne se fait que par des examens de laboratoire, en 

effet les caractéristiques cliniques de la maladie ne sont pas suffisamment spécifiques (Chappuis et al, 

2005). Une approche en trois étapes est utilisée dans les programmes de contrôle, avec pour chacun des 

patients, un dépistage, un diagnostic, une confirmation et un classement dans le bon stade de la maladie. 

Le test d’agglutination sur carte pour (Card Agglutination Test for Trypanosomiasis ou CATT) 

développé dans les années 70, peut être fait à partir de sérum, ou de sang capillaire obtenu par une petite 

piqûre au doigt, ou bien de sang imprégné sur du papier filtre. Le CATT est un test sérologique pratique qui 

permet le dépistage de centaines de personnes au quotidien. Selon les auteurs, ce test est sensible à 87-

98% et spécifique à 93-95% (Penchenier et al, 2003 ; Jamonneau et al, 2000). Il est le mieux adapté au 

terrain et le plus efficace. A ce titre, il est très utilisé pour le dépistage de masse dans les pays endémiques 

(Robays et al, 2004). Toutefois, le test étant utilisé dans les populations où la prévalence de la THA est 
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généralement inférieure à 5%, la valeur prédictive positive d’un CATT positif reste trop faible pour une 

confirmation de la maladie. D’autres tests sérologiques plus sensibles comme l’immunofluorescence ou 

l’ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assays) ont été utilisés dans les pays non endémiques pour 

dépister des personnes avec des symptômes typiques ou ayant déjà été exposées (Lejon et al, 1998). 

L’examen microscopique de la lymphe de la ponction ganglionnaire, et/ou du sang est nécessaire pour 

une confirmation parasitologique. Le délai entre la ponction et la recherche microscopique doit être le plus 

court possible afin d’éviter toute lyse des trypanosomes. La sensibilité de la palpation des ganglions 

lymphatiques et de l’aspiration varie de 40 à 80 % en fonction de la souche du parasite, du stade de la 

maladie (test plus sensible pendant le premier stade) et selon la prévalence locale d’autres maladies 

entrainant la même symptomatologie (Simarro et al, 2003). 

Les examens de frottis minces ou de gouttes épaisses ayant une sensibilité très faible, il faut alors 

utiliser les méthodes de concentrations comme la centrifugation en tubes à hématocrite (Woo, 1970), la 

filtration sur mini colonne échangeuse d’ions (miniature Anion Exchange Centrifugation Technique, m-AECT) 

(Lumsden et al, 1979) et le QBC (Quantitative Buffy Coat technique) (Ancelle et al, 1997). La détection des 

acides nucléiques du parasite par Polymerase Chain Reaction (PCR) pourrait s’avérer être plus sensible 

mais les tests existants ont encore besoin d’une standardisation et d’une validation clinique (Chappuis et al, 

2005). 

Certains chercheurs recommandent dans les pays avec un fort taux de prévalence, le traitement des 

personnes avec un titre CATT élevé (≥1:16) même si l’examen parasitologique est négatif, notamment au 

cas où les méthodes de détection sanguine les plus sensibles ne sont pas utilisées (Chappuis et al, 2004). 

Le traitement étant différent selon les deux stades de la maladie, ils doivent être déterminés par 

l’examen du LCR après une PL (Ponction Lombaire). Selon les recommandations de l’OMS, le stade 

nerveux se définit par la découverte dans le LCR : i) de plus de 5 globules blancs par µL ii) d’une 

protéinorachie élevée (>370 mg/L) et/ou iii) de trypanosomes (OMS, 1998). La détermination de la teneur en 

protéines du LCR a été presque totalement abandonnée parce qu’elle nécessite un matériel sophistiqué, des 

réactifs instables à la chaleur et qu’il s’agit d’une analyse donnant des informations supplémentaires limitées 

(Lejon et al, 2003). Sur le terrain, le comptage des 5 cellules par µL de LCR est le seuil le plus largement 

utilisé. De plus, l’augmentation des concentrations d’IgM dans le LCR, due à la synthèse intrathécale est un 

marqueur précoce et spécifique de l’invasion du SNC (Bisser et al, 2002). 

La recherche et le développement des méthodes de diagnostic de la maladie et de ses stades, ont été 

relancés, notamment grâce à l’initiative lancée en 2006 par FIND (Steverding, 2006). La recherche actuelle 

se concentre sur plusieurs aspects: i) les antigènes recombinants ou natifs qui pourraient être utilisés pour 



23 
 

développer un test sérologique amélioré. ii) les méthodes pour détecter un antigène de parasite dans le sang 

ou le LCR. iii) les empreintes digitales protéomiques. iv) les méthodes de PCR simplifiée telle que 

l’amplification isotherme en boucle, ou l’oligochromatographie. v) les nouveaux marqueurs de stades de la 

maladie, dans le sang ou le LCR (Papadopoulos et al, 2004 ; Deborggraeve et al, 2006 ; Hainard et al, 

2009). 

1.7. Traitement 

1.7.1.  Principales molécules utilisées dans la THA  

1.7.1.1. Stade I 

Pentamidine, (Pentacarinat®) (structure figure 12) : Ce 

médicament a été découvert en 1941, et il est généralement bien 

toléré. On l’utilise depuis cette date pour traiter le stade I de la 

trypanosomose due à T. b. gambiense. La Pentamidine est une 

diamidine aromatique.  

 

Suramine, (Moranyl®) (structure figure 13) : La Suramine appartient à la famille des naphtylamines 

sulfonées. Ce médicament a été découvert en 1921. La molécule se dégrade au contact de l’air et doit être 

immédiatement injectée après sa dilution. Elle est efficace contre T. b. gambiense, cependant elle est évitée 

en Afrique de l’Ouest et Centrale, où sévit l’onchocerchose (Onchocerca volvulus). En effet, la Suramine est 

alors efficace contre les deux parasites, mais la mort de l’onchocerque produit une réaction allergique de 

type choc anaphylactique 

(Brun et al, 2010). La 

Suramine n’est pas utilisée 

pour le stade II de la maladie 

de part sa masse molaire 

élevée et sa polarité 

l’empêchant de franchir la 

BHE à pH physiologique.  

 

 

 

Figure 12 : Molécule utilisée dans le 
traitement de la THA, la Pentamidine 

Figure 13 : Molécule utilisée dans le traitement de la THA, la Suramine 
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1.7.1.2. Stade II 

Mélarsoprol (Arsobal®) (structure figure 14) : C’est une molécule découverte en 1949. Il est utilisé 

contre la phase nerveuse due aux deux types de parasite. Ce médicament est un dérivé de l’Arsenic et a 

donc de très nombreux effets indésirables dont le plus grave est, dans 10% des cas traités, une 

encéphalopathie, qui peut s’avérer mortelle 

pour la moitié d’entre eux (Pépin et al, 1994). 

Malheureusement des résistances ont déjà 

été observées (Bisser et al, 2007) jusqu’ à 

30% de patients infectés par T. b gambiense 

ne répondent pas au Mélarsoprol (Brun et al, 

2001). 

 

-Difluoromethylornithine (DFMO) ou Eflornithine (structure figure 15) : C’est la plus récente des 

molécules actives sur cette maladie. Elle agit en inhibant l’Ornithine Décarboxylase (ODC). En effet, depuis 

1990, elle offre une alternative au traitement par Mélarsoprol dans le cas d’une infection à T. b. gambiense 

uniquement. On l’utilise en perfusion intraveineuse de plus 

de 30 minutes à raison de 100 mg/kg à 6 h d’intervalle 

pendant 14 jours. Les principaux effets indésirables sont 

ceux des anticancéreux (voir tableau 1). Dans certaines 

régions 6 à 8 % des personnes traitées n’expriment aucun 

bénéfice thérapeutique au traitement par Eflornithine (Priotto 

et al, 2008). 

 

Eflornithine et Nifurtimox (structure figure 16) : Cette 

combinaison a été démontrée comme étant plus efficace que 

l’Eflornithine en monothérapie pour le stade nerveux de la 

maladie et a permis de réduire la durée du traitement dans des 

essais cliniques (Priotto et al, 2009).  

Les dosages et effets indésirables de ces médicaments 

de la THA sont présentés dans le tableau 1 page suivante. 

Figure 14 : Molécule utilisée dans le traitement de la THA, le 
Mélarsoprol 

Figure 15 : Molécule utilisée dans le traitement 
de la THA, l’Eflornithine 

Figure 16 : Molécule utilisée dans le 
traitement de la THA : le Nifurtimox 
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Tableau 1: Médicaments utilisés contre la maladie du sommeil, dosages et effets indésirables ; d’après Kappagoda  et al, (2011), Fries et al, (2003), Brun et al, (2010), Kennedy, (2004). 

Molécules Utilisation Dosages adultes Dosages 
enfants 

Effets indésirables 

Pentamidine  Stade 1 
 
T. b. gambiense 

4 mg/kg/jour IM ; 7-10 jours  Même dosage que 
pour les adultes 

Hypotension (perfusion IV), douleur au site d’injection, diarrhées, 
nausées, vomissements, hyper et hypoglycémie, plus 
rarement ;  hépatite, pancréatite, leucopénie, abcès, néphro et 
cardiotoxicité, choc anaphylactique, hyperkaliémie 

Suramine Stade 1 
 
T. b. rhodesiense 
et 
T. b. gambiense 

100-200 mg (en dose test) 
IV ; puis 1 g en IV aux jours 
1, 3, 7, 14, 21 

20 mg/kg, aux jours 
1, 3, 7, 14, 21 

Éruption cutanée (incluant une dermatite exfoliative), vomissements, 
prurit, urticaire, neuropathie périphérique, paresthésies, 
hyperesthésie des mains et des pieds, photophobie, plus rarement 
réaction de choc (1 sur 20 000 doses), Néphrotoxicité, 
myélosuppression, et une atrophie optique 

Melarsoprol Stade 2 
 
T. b. gambiense 
et 
T. b. rhodesiense 

2,2 mg/kg/jour en IV pendant 
10 jours 
 
 
3 × 3,6 mg/kg/jour tous les 7 
jours ;  
maxi 180 mg/ prise 

0,36 mg/kg en IV 
tout les 1 à 5 jours 
pour un total de 9 à 
10 doses en un 
mois sans dépasser 
18 à 25 mg/kg 

Vomissements, hypertension, néphrotoxicité, hépatite, lésions 
myocardique, réactions cutanées (prurit, éruptions maculo-
papuleuses), neuropathies périphériques motrices (paralysie) et 
sensorielles (paresthésies), fièvre, thrombophlébite, arythmies 
cardiaques, thrombopénie, encéphalopathie réactive (souvent 
mortelle) diminuée par l’administration concomitante de 
corticostéroïdes. Contre indiqué aux déficients en G6PD 

Eflornithine Stade 2 
 
T. b. gambiense 

100 mg/kg en IV (30 min) 
toutes les 6 h pendant 14 
jours 
 

 Diarrhée, nausées, vomissements, fièvre, convulsions, neuropathie 
périphérique, hypertension, éruption cutanée, alopécie, 
myélosuppression, anémie, leucopénies, thrombocytopénie, 
possibles convulsions 

Eflornithine 
et 
Nifurtimox 

Stade 2 
 
T. b. gambiense 

200 mg/kg en IV toutes les 
12 h pendant 7 jours 
5 mg/kg PO 3 fois par jour 
pendant 10 jours 

  
 
Nausées, vomissements, anorexie, douleurs abdominales, insomnie, 
neuropathie périphérique, hépatite (éviter l’alcool) 

25 
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1.7.2. Mécanismes d’action des principaux médicaments de la THA  

 

La Pentamidine  

La Pentamidine (structure figure 12) est une diamidine aromatique qui a tout d’abord été 

synthétisée puis testée en tant qu’agent hypoglycémiant en 1937. Par la suite son activité anti 

protozoaire a été découverte puis utilisée pour traiter la trypanosomose en 1941. La Pentamidine est 

actuellement commercialisée sous forme de sel de Di-Isethionate (Pentam® 300, Nebupent®, 

Pentacarinat®) et de Dimesylate (Lomidine®). Elle est active dans la phase précoce de la maladie due à 

T. b. gambiense et également utilisée pour lutter contre la forme antimoine résistant de Leishmania 

donovani (Neal et al, 1987) et Pneumocystis carinii chez les patients intolérants face au traitement 

habituel, sulfamethoxazole-trimethoprime (Damper et al, 1976). 

La Pentamidine sous forme de sel Di-Isethionate est très soluble dans l’eau et relativement 

instable en solution. Elle doit être dispensée par voie intraveineuse ou intramusculaire et préparée de 

façon extemporanée. Le Diminazene (voir figure 17), ou Berenil® est également une diamidine mais 

plus toxique et réservé seulement aux usages vétérinaires. Bien que déjà utilisé pour le traitement de la 

THA, son innocuité et son efficacité pour l’usage humain n'ont pas encore été correctement évaluées 

(Peregrine et al, 1993). 

Au pH physiologique, les 

diamidines sont quasiment toutes 

saturées en hydrogène au niveau de 

chacun des groupes amidines, ce qui 

entraine une mauvaise absorption après 

une prise par voie orale, et également un 

faible passage de la BHE (Fries et al, 

2003). Cette faible pénétration dans le 

SNC rend la molécule inefficace pour 

traiter le stade neurologique de la 

maladie.  

L’activité de la Pentamidine et des autres diamidines dépend pour beaucoup de la capacité 

d’assimilation de ces molécules par les parasites (Sands et al, 1985 ; Carter et al, 1995). Un des 

chemins d’entré de la Pentamidine a été identifié comme étant le transporteur de purines du type 2 (P2) 

qui transporte l’adénine et l’adénosine dans les cellules (Carter et al, 1995). Le Mélarsoprol, le DB75 

Figure 17: Structure chimique du Diminazène et du DB75 
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(ou Furamidine ; voir figure 17) ainsi que le Mégazol utiliseraient ces mêmes transporteurs (Barret et al, 

2000 ; Lanteri et al, 2006). De plus, De Koning et Jarvis ont identifié au moins un transporteur de plus 

pour la Pentamidine chez T. b. brucei (De Koning et al, 2001). Les molécules prises en charge par le 

transporteur P2 ont toutes une unité structurale en commun, représentée dans la figure 18, reconnue 

par le transporteur. 

 

Une résistance croisée (cross-resistance) entre tous ces agents, intervient avec la diminution de 

l’expression des transporteurs P2 (Barret et al, 1999 ; Mäser et al, 1999). Certaines souches de T. 

brucei résistantes à la Pentamidine ont diminué leur aptitude à importer les diamidines (De Koning, 

2001), alors que d’autres non (Berger et al, 1995), cela démontre que plusieurs types de mécanismes 

de résistance sont impliqués. 

Le mécanisme précis permettant l’action trypanocide de la Pentamidine reste indéterminé. 

Certains effets sur la biochimie du trypanosome ont été démontrés in vitro, mais aucun n’est avec 

certitude la cause majeure de la mort du parasite. La Pentamidine se présente à des concentrations de 

l’ordre du milli-mole dans les cellules où elle se lie à toutes sortes de composants cellulaires chargés 

négativement, tels que ; ADN (Acide Désoxyribonucléique), ARN (Acide Ribo-Nucléique), 

phospholipides, et de nombreuses enzymes (Kapusnik et al, 1987 ; Bailly et al, 1994 ; Kappagoda et al, 

2011). Kapusnik et Mills, et Bailly et al, ont rapporté la fixation de la Pentamidine aux acides nucléiques 

Figure 18 : Molécules utilisant le transporteur P2 pour une internalisation active dans le trypanosome. 

L’unité structurale commune à chacun est entourée en gris. (Fries et al, 2003). 
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et Edwards et al, (1992) ont co-cristallisé la Pentamidine fixée au dodecanucléotide 

d(CGCGAATFCGCG)2.  

La Pentamidine peut être trouvée sous forme liée transversalement, aux azotes 3 des molécules 

d’adénines de la région 5’-AATT du petit sillon du double brin de l’ADN. La Pentamidine est connue 

pour se lier préférentiellement au petit sillon de l’ADN du kinétoplaste chez T. brucei. Cela entraine alors 

une perturbation de l’ADN du kinétoplaste et génère des cellules non fonctionnelles (Delain et al, 1971). 

Shapiro et Englund ont démontré que la Pentamidine à la concentration de 5 µM entrainait un clivage 

de l’ADN circulaire du kinétoplaste en créant ainsi un ADN linéaire comme le ferait un inhibiteur de 

topoisomérase II (Shapiro et al, 1990). Cependant, le fait que des trypanosomes aux kinétoplastes non 

fonctionnels puissent survivre chez l’hôte vertébré montre l’incertitude qui réside dans l’hypothèse de ce 

mécanisme. 

La Pentamidine a encore d’autres actions sur les trypanosomes. Berger et al, ont traité des rats 

avec la Pentamidine puis ont infecté ces derniers avec T. b. brucei (Berger et al, 1993). Après 4 h, ils 

ont trouvé chez le trypanosome, en comparant aux normales, une teneur en lysine multipliée par 13, et 

par 2,5 pour l’arginine. La cause de cet effet n’a pas été élucidée. 

Benaim et al, ont démontré que la Pentamidine avait un effet inhibiteur sur la (Ca2+, Mg2+)-

ATPase du trypanosome (Benaim et al, 1993). Une autre enzyme inhibée in vitro par la Pentamidine, 

est la S-adenosyl-L-methionine decarboxylase (AdoMetDC) une enzyme clé dans la biosynthèse des 

polyamines (Bitonti et al, 1986). Par ailleurs, les mutants non producteurs et les surproducteurs de 

AdoMetDC de L. donovani ne montrent aucune altérations dans leurs sensibilités à la Pentamidine et au 

Bérénil, éliminant l’AdoMetDC comme cible majeur de ces médicaments (Roberts et al, 2002). 

La Pentamide a été suspectée d’inhiber l’épissage in vitro d’un intron de groupe I dans les 

transcriptions des gènes d’ARN ribosomal de P. Carinii (Liu et al, 1994). Il est possible que l’ARN 

synthétisé par les trypanosomes soit touché de façon similaire par la Pentamidine. 

 

La Suramine  

La Suramine (sel de sodium) représentée dans la figure 13, aussi connue sous le nom de Bayer 

205 est une Naphthylamine sulfoné polyanionique colorante (MW 1429), chimiquement proche du Bleu 

et du Rouge de Trypan, qui comme leurs noms l’indiquent possèdent également une activité anti-

trypanosome. La Suramine est apparue dans les années 1920 et elle reste la molécule de choix pour le 

traitement du stade I des infections à T. b. rhodesiense. Cette molécule se dilue très bien dans l’eau et 

doit être administrée par injection intra veineuse. La Suramine est instable en solution exposée à l’air 
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libre, elle doit donc être dissoute au dernier moment avant l’injection. L’inefficacité de la Suramine 

contre le stade neurologique de la maladie est prévisible car il s’agit d’une molécule hautement polaire 

ne pouvant donc pas traverser la BHE de façon significative.  

La toxicité sélective de la Suramine peut s’expliquer par la capacité des trypanosomes à 

l’accumuler. Fairlamb et Bowman (1980) ont démontré qu’en présence de protéines sériques, les 

trypanosomes absorbaient la Suramine grâce à des récepteurs effectuant une endocytose à un taux 18 

fois plus élevé que dans une endocytose d’un fluide sans protéine. De plus, il semble que les 

lipoprotéines de faible densité (LDL) soient les protéines de liaisons les plus importantes pour 

l'endocytose de la Suramine (Vansterkenburg et al, 1993). Cependant, une étude de Pal et al, (2002) a 

suggéré que l'absorption de Suramine n'est pas médiée par un récepteur des LDL, mais par un autre 

récepteur dont le mécanisme reste à identifier. 

Fairlamb et al, ont découvert que chez des rats infectés par T. brucei, puis traités par cette 

molécule, la Suramine plasmatique atteint une concentration de 100 µM, la Suramine absorbée par T. 

brucei s’élève à 0,5 ηmol/mg de protéine. Avec une concentration protéique cellulaire dans T. brucei 

d’environ 200 mg/mL (Chello et al, 1972), la concentration cellulaire moyenne en Suramine est estimée 

à environ 100 µM, ce qui est l’équivalent de la concentration exogène. Or, si la Suramine devait être 

retenue par endocytose dans les compartiments, alors la concentration locale serait bien plus élevée 

(Fairlamb et al, 1977). 

Une fois que la Suramine a pénétré dans le trypanosome, le mécanisme d’action trypanocide 

demeure incertain. La Suramine a une activité inhibitrice contre de nombreuses enzymes 

trypanosomiales et de multiples mécanismes sont probablement impliqués dans son effet 

thérapeutique. Chez T. brucei, Jaffe et al, (1972) ont démontré que la Suramine avait une propriété 

inhibitrice de dihydrofolate réductase, mais également de la thymidine kinase (Chello et al, 1972 ; Morty 

et al, 1998), impliquant dans l’activité de la Suramine, l’inhibition de la sérine oligopeptidase cytosolique 

du trypanosome. Elle est également un puissant inhibiteur des enzymes de la glycolyse chez T. brucei 

(Willson et al, 1993 ; Trinquier et al, 1995). Cependant les enzymes de la glycolyse sont à l’intérieur 

d’un organite lié à la membrane, le glycosome, et il demeure peu probable que la Suramine qui est très 

polaire puisse pénétrer la membrane de cet organite pour atteindre ces enzymes (Opperdoes et al, 

1984). L’inhibition des enzymes glycolytiques devrait entrainer une mort et une lyse rapide des 

trypanosomes car ils sont totalement dépendants de la glycolyse pour leur production énergétique. Or il 

a été montré que les trypanosomes exposés à la Suramine mouraient lentement sur une période de 

plusieurs jours (Clarkson et al, 1976 ; Fairlamb et al, 1980). 
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La synergie marquée entre difluorométhylornithine (éflornithine) et la Suramine pourrait impliquer 

le métabolisme des polyamines dans son mode d'action (Bacchi et al, 1994 ;Clarkson et al, 1984). 

Toutefois, aucune explication biochimique satisfaisante n'a été apportée pour expliquer cet effet. Le fait 

qu'aucune résistance importante à la Suramine n’ait jamais été rapportée après 80 années d'utilisation 

va dans le sens d’un médicament ayant plusieurs sites et mécanismes d'actions. 

La Suramine a démontré des propriétés inhibitrices de la reverse transcriptase du VIH (Virus de 

l’Immunodéficience Humaine) in vitro (Take et al, 1989), mais il lui manque une action antivirale in vivo. 

A haute dose, elle a également montré une activité antiproliférative et a ainsi été testée contre de 

nombreuses tumeurs métastasiques (Barret et al, 2000). Sa seule autre utilisation dans le domaine 

médical, utilise ses propriétés anti-filaires dans le traitement de l’onchocercose mais le mécanisme 

d’action contre le vers adulte n’est pas encore élucidé. 

La Suramine se lie aux protéines à 99,7% après une injection intra veineuse de 1 gramme. Les 

fortes liaisons qui unissent les protéines à la Suramine seraient la cause de sa longue demi-vie (90 

jours) (Pépin et al, 1994). La Suramine ne subit qu’une faible métabolisation et 80% du médicament est 

éliminé par clairance rénale. La longue demi-vie de la Suramine lui permet également une utilisation 

prophylactique. 

 

Le Mélarsoprol 

Le Mélarsoprol (représenté par la figure 14) qui a pour noms commerciaux : Mel B ®, Arsobal ®, 

associe un dérivé organique de l'Arsenic, l'oxyde de Melarsen, à un chélateur de métaux lourds, le 2,3-

dimercaptopropanol (Ericsson et al, 1997). Le Mélarsoprol a été présenté comme agent anti-

trypanosome en 1949. Il est insoluble dans l’eau il est donc injecté dans une solution de propylène 

glycol à 3,6 % avec utilisation d’une seringue en verre. Lors de son arrivée sur le marché, il était le seul 

médicament actif contre le second stade de la THA due à T. b. gambiense ou T. b. rhodesiense. Mais, 

les deux sous-espèces de trypanosomes ont développé des résistances au Mélarsoprol, privilégiant 

ainsi l’utilisation de l’Eflornithine pour le second stade de l’infection à T. b. gambiense. 

Le Mélarsoprol traverse suffisamment la BHE pour éliminer les parasites présents dans le SNC. 

Le Mélarsoprol est un précurseur médicamenteux, en effet, après l’administration au patient, il se 

transforme en oxyde de Melarsen qui possède une demi-vie de 30 minutes. L’oxyde de Melarsen 

disparait assez rapidement du sérum (t1/2 = 3,8 h) et, après 24h, aucun composé arsenical ne peut être 

détecté par chromatographie liquide haute performance ou spectroscopie d’absorption atomique (Keiser 

et al, 2000). Il a été rapporté que l’excrétion du Mélarsoprol chez le rat se faisait principalement par la 
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bile sous forme glucuronée ou métabolisé en un conjugué diglutathione-Melarsen (Gregus et al, 2000). 

L’oxyde de Melarsen se lie rapidement et réversiblement aux protéines sériques (apparemment par des 

complexes non identifiés Proteine-S-As ou Protéine-N-As) ce qui forme ainsi une sorte de réservoir d’où 

les arsenicaux mélaminophényl sont relargués avec une demi-vie de 35 h dans le sérum et de 120 h 

dans le LCR. Les arsenicaux mélaminophényls trypanocides demeurent dans le sérum et les autres 

tissus et sont ainsi détectables par dosage. 

Les transporteurs de purines P2 du trypanosome entrainent une sélection et une concentration 

de quantités infimes de Mélarsoprol libre ou d’oxyde de Melarsen ce qui est important pour une toxicité 

sélective (Carter et al, 1993). 

 

 Résumé du mécanisme d’action du Mélarsoprol figure 19 (Fries et al, 2003). 
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 Figure 19 : Mécanisme d’action du Mélarsoprol d’après (Fries et al, 2003) 
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La controverse qui entoure le mode d’action du Mélarsoprol concerne l’identification du complexe 

« protéine-arsenicaux » dans le trypanosome. En effet ce complexe est important de part son activité 

trypanocide. Historiquement, l’hypothèse dominante concernant le mécanisme d’action a été le blocage 

des enzymes essentielles à la glycolyse chez les trypanosomes sous leur forme effilée (courant 

sanguin) (Flynn et al, 1974). 

D’après Van Schaftingen et al, (1987) le blocage des enzymes de la glycolyse est le résultat de 

l’inhibition de la pyruvate kinase qui entraine une accumulation de phosphoenolpyruvate dans les 

cellules en suspensions traitées. En fait, cette inhibition aurait lieu en amont, à cause de l’épuisement 

de fructose-2,6-bisphosphate un puissant activateur du pyruvate kinase. L’oxyde de Melarsen a montré 

un pouvoir inhibiteur sur la 6-phosphofructo-2-kinase (PFK 2) (Ki < 1 µM ; Ki = la constante de 

dissociation, ou d'inhibition, indiquant la concentration nécessaire pour inhiber l'enzyme) et sur la 

fructose-2,6-bisphosphatase (Fru(2,6)P2 ; Ki = 2 µM ) entrainant ainsi un appauvrissement en fructose-

2,6-bisphosphate (l’activateur de la pyruvate kinase qui est alors inhibé). Toutefois les effets lytiques de 

ce médicament ont été observés avant l’épuisement de la Fru(2,6)P2 ce qui faisait dire aux auteurs que 

l’inhibition de la glycolyse n’était pas la cause, mais plutôt la conséquence de la lyse (Van Schaftingen 

et al, 1987). 

Il a été publié que l’oxyde de Melarsen ou Mélarsoprol formait avec le Trypanothione 

(bis(glutathionyl)spermidine) un adduit, le Mel-T (pour Melarsen / Trypanothione), or le Trypanothione 

est une molécule essentielle pour l’homéostasie redox du trypanosome (Fairlamb et al, 1989). Cet 

adduit ainsi formé inhiberait la Trypanothione réductase (Ki = 17,2 µM) de T. b. brucei une enzyme clé 

permettant de maintenir le Trypanothione sous sa forme réduite (Cunningham et al, 1994 ; Loiseau et 

al, 2000). La combinaison de l’appauvrissement en Trypanothione et de l’inhibition de la Trypanothione 

réductase semble être suffisante pour tuer le trypanosome. 

L’oxyde de Melarsen forme également facilement des complexes avec toutes sortes d’enzymes 

contenant des dithiols et des acides lipoïques (Johnstone, 1963). En plus des complexes Arsenic-

protéine décrits précédemment, le Melarsen forme des complexes stables avec la dihydrolipoamide 

déshydrogénase et de nombreuses protéines dans lesquels des résidus cystéines sont très proches les 

un les autres. Ce médicament peut donc être un inhibiteur non spécifique de nombreuses enzymes, ce 

qui peut expliquer l’impressionnante liste d’effets secondaires toxiques qu’il entraine. 

Le Mélarsoprol entraine des encéphalopathies réactives chez 5 à 10 % des patients traités, avec 

une issue fatale chez 10 à 50 % d’entre eux (Blum et al, 2001). Il existe une controverse concernant la 

cause de ces encéphalopathies. Une des théories veut que le médicament ou ces métabolites se fixent 

aux protéines par liaisons covalentes, ce qui formerait un antigène déclenchant une réaction 
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immunitaire (Hess et al, 1997 ; Park et al, 1990). Une autre théorie expliquant cette encéphalopathie 

impliquerait le relarguage de grandes quantités d’antigènes libérés dans le SNC après la lyse de 

nombreux trypanosomes entrainée par le traitement au Mélarsoprol (Pepin et al, 1991, 1995). Il est 

intéressant de noter que l’apparition des encéphalopathies induites par le Mélarsoprol n’est pas 

dépendante du stade de la maladie ni de la posologie instaurée (Haller et al, 1986). L’encéphalopathie 

arrive plus couramment à la seconde injection du médicament. Les tentatives visant à diminuer 

l’incidence des encéphalopathies avec de nouveaux dosages et schémas thérapeutiques se sont 

révélées infructueuses (Burri et al, 2000). 

 

L’Eflornithine 

L’Eflornithine ou encore l’Ornidyl, (R,S)-α-difluoromethylornithine, ou DFMO (Figure 15) a été 

décrit par Metcalf et al, comme un potentiel inhibiteur mécanique de l’ODC (Metcalf et al, 1978). 

L’Ornithine décarboxylase est une enzyme essentielle et de vitesse limitante dans la voie conduisant à 

la biosynthèse des polyamines. Les premières études décrites sur l’effet de la molécule sur des cellules 

mises en cultures ont montré un rapide épuisement des polyamines Putrescines et Spermidine. De 

plus, l’Eflornithine possède de fortes propriétés cytostatiques. Les premières recherches de propriétés 

anti-cancer in vivo  furent cependant un échec, probablement en raison de la capacité des cellules 

mammifères à induire rapidement, une synthèse d’ODC et de transporteurs absorbants les polyamines 

des fluides extracellulaires (Quemener et al, 1994). Fait intéressant, l’Eflornithine a démontré son 

efficacité dans le traitement et la prévention des cancers colorectaux (Meyskens et al, 1999). Bacchi et 

al, (1980) ont les premiers rapporté l’activité anti-trypanosome de l’Eflornithine dans les années 1980, et 

cela a été admis et approuvé aux Etats Unis en 1990, en Europe en 1991 pour le traitement des deux 

stades de l’infection à T. b. gambiense (Kuzoe et al, 1993). A cause de son coût élevé et de la nécessité 

d’être injecté par une perfusion intraveineuse continue, elle n’est utilisée qu’au stade nerveux de la 

maladie. L’Eflornithine manque d’activité contre T. b. rhodesiense et toutes les autres espèces de 

trypanosomes sur lesquels elle a été testée. 

Poulin et al, (1992) ont confirmé l’hypothèse du mécanisme d’action de l’Eflornithine en tant 

qu’inhibiteur suicide mécanique de l’ODC (voir la figure 20), en isolant le complexe covalent du 

médicament et d’un résidu cystéine 360 de l’ODC d’une souris. L’Ornithine décarboxylase humaine 

partage 99% de l’ADN de sa consœur murine (Hickok et al, 1987) et il est ainsi supposé qu’elle est 

inhibée par l’Eflornithine de la même façon. 
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Le gène codant pour l’ornithine décarboxylase de T. b. brucei a été cloné et séquencé, et la 

protéine recombinante a pu être exprimée par Escherichia coli génétiquement modifié (Phillips et al, 

1987 ; Phillips et al, 1988). La protéine est un homodimère avec une sous unité de poids moléculaire 

estimé de 45 kDa, contre 53 kDa en comparaison avec la protéine issue de la souris (Grupta et al, 

Figure 20 : Mécanisme d’action proposé pour l’Eflornithine : Mécanisme basé sur l’inhibition de l’Ornithine DéCarboxylase 
(Fries et al, 2003). 
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1985). Les ornithines décarboxylases de souris et de T. b. brucei ont 61,5 % de séquences identiques. 

La structure cristalline de l’ODC de T. b. brucei complexé avec la molécule d’Eflornithine montre que le 

médicament forme également une liaison covalente avec une cystéine 360 (Grishin et al, 1999) comme 

avec l’enzyme de mammifère (Poulin et al, 1992). 

Le mécanisme qui expliquerait la toxicité sélective de l’Eflornithine n’est pas encore totalement 

compris. Les sensibilités des ODC de souris et de T. b. brucei à l’inhibition par l’Eflornithine sont 

remarquablement proches (respectivement pour l’ODC du trypanosome et de la souris: Ki de 220 µM 

pour l’une et de 39 µM pour l’autre) (Metcalf et al, 1978 ; Phillips et al, 1987). La principale différence 

entre les deux enzymes est un extra-peptide de 36 acides aminés situé au niveau du C-terminal de 

l’enzyme de la souris (Phillips et al, 1988). Cette extension contient une séquence PEST (séquence 

riche en proline (P), acide glutamique (E), serine (S), et thréonine (T)), que l’on peut retrouver chez de 

nombreuses protéines eucaryotes connues pour leur capacité à se renouveler rapidement in vivo 

(Rogers et al, 1986 ;Rechsteiner et al, 1996). Une des explications proposées est basée sur cette 

différence de capacité de renouvellement. En effet l’ODC de T. b. brucei est très stable et ne se 

renouvelle pas à un taux détectable ce qui privilégierait la survie de l’enzyme de mammifère rapidement 

re-synthétisée au détriment de celle du parasite, entrainant alors sa mort (Phillips et al, 1988). 

Ghoda et al, ont démontré, en comparant l’ODC de T. b. brucei à celle de souris que l’enzyme de 

la souris était beaucoup moins stable que celle du parasite (Ghoda et al, 1990). 

De plus, lorsque le matériel génétique codant pour l’ODC de souris est placé et exprimé chez T. 

b. brucei, il a été démontré que l’enzyme reste stable ce qui suggère une voie de la dégradation faible 

ou inactive chez le trypanosome (Bass et al, 1992 ; Hua et al, 1995). Une autre possibilité, pouvant 

expliquer l’échec des premiers tests en tant qu’agent anticancéreux, serait que les cellules de 

mammifère sont capables de contourner l’inhibition de l’ODC en prenant de la Putrescine et de la 

Spermidine à partir du milieu extracellulaire. Les concentrations de ces polyamines sont faibles (Gahl et 

al, 1979) et T. b. brucei n’a qu’une très faible capacité à transporter les polyamines en comparaison 

avec T. cruzi son cousin d’Amérique. Ainsi ce manque de capacité d’importation de polyamines peut 

contribuer à la toxicité sélective de l’Eflornithine à l’encontre de T. b. gambiense.  

La raison pour laquelle l’Eflornithine est inefficace contre T. b. rhodesiense n’est pas totalement 

comprise. Les souches de T. b. gambiense sensibles et de T. b. rhodesiense réfractaires ne montrent 

pas de différence dans l’absorption de l’Eflornithine ou dans l’absorption de Putrescine (Iten et al, 1997). 

L’inhibition de l’ODC par l’Eflornithine entre les deux espèces n’est pas significativement différente. 

Cependant l’activité de l’ODC est trois fois plus élevée chez le T. b. rhodesiense réfractaire à 

l’Eflornithine et semble avoir un taux de renouvellement plus élevé que chez T. b. gambiense (Iten et al, 
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1997). Comme les ODC de T. b. brucei et de T. b. gambiense sont identiques d’un point de vue de leur 

composition en acides aminés, d’autres facteurs cellulaires doivent être impliqués dans la différence 

des taux de renouvellement de l’enzyme. Bacchi et al, (1993) ont également comparé des isolats de T. 

b. rhodesiense sensibles et réfractaires à l’Eflornithine pour n’en ressortir aucune conclusion nette. 

Cependant, les données obtenues laissaient penser qu’une altération dans le métabolisme AdoMet (S-

AdenosylMethionine) pouvait être responsable de la résistance (Bacchi et al, 1993). 

Ainsi, l’Eflornithine épuise le peu de réserves en Putrescine et en Spermidine de T. b. brucei à la 

fois in vivo et in vitro (Giffin et al, 1986). Les trypanosomes cessent alors de croître et se transforment 

en une forme courte et trapue qui n’a plus la capacité de faire varier ses VSG et qui sera finalement 

détruite par le système immunitaire de l’hôte (Bitonti et al, 1986). 

Les effets de l’Eflornithine peuvent être inversés in vivo et in vitro mais pas par la L-ornithine in 

vitro (Nathan et al, 1981 ; Giffin et al, 1986 ; Phillips et al, 1987). L’épuisement des polyamines chez les 

trypanosomes traités à l’Eflornithine entraine une diminution de 40 % de leurs taux de Trypanothione et 

de 60 % de monoglutathionylspermidine (Fairlamb et al, 1987). Il est possible que la baisse de ce taux 

de Trypanothione contribue au mécanisme d’action de l’Eflornithine (Fries et al, 2003). 

 

1.8. Etude des nouveaux traitements 

L’anti THA idéal doit être une molécule administrable per os, de coût de revient faible, sans effet 

secondaire et active aux deux stades de la maladie (Bisser et al, 2012). Il y a très peu de molécules 

remplissant ces critères de sélection, malgré les efforts du DNDi, un organisme dédié à la recherche sur 

les maladies tropicales négligées et la création d’un rassemblement financé par la communauté 

européenne (TRYPOBASE) (Dujardin et al, 2010). 

Un récent essai a été mené avec la Pafuramidine 

maléate (ou DB289), un dérivé de la Pentamidine, pour 

conduire à un arrêt des recherche en phase III du 

développement du médicament en raison d’effet 

secondaires hépatiques et rénaux majeurs (Jacobs et 

al, 2011). 

La seule molécule qui arrive petit à petit à faire 

Figure 21 : Comparaison des structures chimiques du 
Mégazol et du Féxinidazole. 
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surface est le Fexinidazole. En effet, ce 5-nitro-imidazolé proche du Mégazol (voir figure 21) et lui aussi 

non dénué de mutagénicité (Tweats et al, 2012), a pu passer en phase clinique de son développement 

(Toreele et al, 2010). Cependant, il a été observé que des résistances apparaissaient en monothérapie 

et obligerait son utilisation en association au DFMO et donc de reperdre l’avantage du traitement par 

voie orale (Sokolova et al, 2010). 

 

1.9. Métabolisation de molécules thérapeutiques 

1.9.1. Définition 

Le terme de métabolisme fait référence à la transformation, par une réaction enzymatique d’un 

médicament en un ou plusieurs autres composés actifs ou inactifs au plan pharmacologique. 

De nombreux tissus peuvent réaliser cette transformation (peau, poumon, rein, intestin...). 

Néanmoins le principal site de biotransformation est situé au niveau hépatique, grâce aux enzymes des 

microsomes. Ceci est expliqué par le flux sanguin très important de cet organe épurateur qu’est le foie. 

En effet, il reçoit environ 1,5 litres de sang par minute. 

Les hépatocytes contiennent un grand nombre d’enzymes impliquées dans la transformation des 

médicaments, en particulier les réactions d’oxydoréduction, les hydroxylations ou la rupture oxydative 

des liaisons N-C et O-C. L’élément fondamental de ce système enzymatique est le cytochrome P450 

comprenant de nombreuses isoenzymes. Les différentes étapes du métabolisme conduisent à la 

formation de substances hydrosolubles plus facilement éliminées par les milieux aqueux que sont les 

urines, la bile, la salive ou la sueur.  

Schématiquement on distingue 2 phases de métabolisme selon les processus de transformation 

induits par ces enzymes : les réactions de phase I et celles de phase II (Lechat et al,2006 ;Loichot et 

al,2004). 

 

1.9.2. Réactions de phase I 

Il existe trois principales voies de synthèse de métabolites de phase 1 

 Les réactions d’oxydation sont majoritairement localisées dans les microsomes hépatiques. 

Elles consomment du NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit), de 

l’oxygène moléculaire et passent par les cytochromes P450. 
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 Les réactions de réduction sont beaucoup moins fréquentes et moins bien explorées. La 

réduction n’intervient pas exclusivement au niveau hépatique mais également dans l’intestin 

via la flore bactérienne. 

 L’hydrolyse enfin est une voie métabolique banale, qui intervient dans le foie, dans différents 

tissus et même dans le plasma. Les enzymes du type « estérases » sont le plus souvent 

non spécifiques. La réaction d’hydrolyse par clivage d’un ester ou d’un amide, est chez 

l’homme, très rapide. 

 

L’oxydation, la réduction et l’hydrolyse sont des biotransformations regroupées sous le terme de 

« métabolisme de phase I » qui conduit à des dérivés dont les groupements fonctionnels sont le plus 

souvent des hydroxyles (-OH), des amines (-NH2) ou des carboxyles (-COOH). 

La phase I est une étape conduisant à la formation de métabolites, qui peuvent soit être éliminés 

directement s’ils ont atteint un degré d’hydro-solubilité suffisant, soit poursuivre les processus de 

métabolisation par la phase II. La phase I n’est pas obligatoire : certains médicaments peuvent subir 

immédiatement la phase II. 

 

1.9.3. Réactions de phase II 

Les groupements fonctionnels issus des réactions de phase I peuvent être ensuite conjugués. 

C’est la réaction de phase II. 

La phase II est une phase de conjugaison qui aboutit à la formation de substances conjuguées, 

hydrosolubles et facilement éliminées par les urines ou la bile.  

Les métabolites ou les médicaments, subissent différentes réactions de conjugaison : glucuruno-

conjugaison ; sulfo-conjugaison ; acétylation ; alcoylation (transfert d’un groupement méthyle) pour 

donner un produit conjugué qui sera éliminé. 

La conjugaison est le transfert sur un groupe fonctionnel (OH, NH2, COOH) d’un composé de 

type : glucuronide, sulfate, glycocolle, méthyle, acétyle… 

La plus fréquente des réactions de métabolisation de phase 2 reste la conjugaison avec l’acide 

glucuronique, ou la glucurono-conjugaison. Elle est catalysée par le système enzymatique de la 

glucuronyltransférase et concerne les molécules possédant un groupement hydroxylé, carboxylé ou 

aminé. Les glucuronides sont très hydrosolubles ce qui explique la facilité avec laquelle ils sont éliminés 

dans l’urine et la bile.  
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Dans quelques cas, les esters sont instables et après hydrolyse dans l’urine ou le plasma 

redonnent la molécule mère. 

 

Autres informations importantes sur la métabolisation 

 Lorsqu’un médicament est métabolisé, il l’est rarement de façon unique et plusieurs voies 

métaboliques sont possibles. Tous les métabolites ne sont d’ailleurs pas toujours identifiés (en 

particulier à cause des problèmes analytiques qui se posent pour les isoler, et les 

caractériser). 

 Il existe une spécificité pour certains substrats : les différents cytochromes ont en fonction de 

leur structure protéique une affinité différente pour les divers substrats (voir tableau 2) 

 Certains substrats modifient l’activité des enzymes responsables des biotransformations  

 Certaines enzymes des voies de métabolisme du médicament sont soumises à des 

polymorphismes génétiques qui peuvent modifier leur activité métabolique. On distinguera 

alors des métaboliseurs lents, intermédiaires, rapides et même ultra-rapides. Ce facteur 

intervient dans la variabilité de réponse à un médicament entre les individus.  

 Les médicaments qui ont une forte affinité pour les enzymes hépatiques ont après 

administration orale une faible biodisponibilité due à l’effet de premier passage hépatique. 

(Lechat et al, 2006 ; Loichot et al, 2004). 

Tableau 2 : Principales iso-enzymes du cytochrome P450 humain ; Leurs implications dans le métabolisme des 

médicaments (liste de molécules et de cytochromes non exhaustive). * = polymorphisme génétique avec 

retentissement fonctionnel (Lechat et al, 2006) 

  

 CYP1A2 CYP2C9 * CYP2D6 * CYP3A4 

Substrat Théophylline 
Caféine 

Phenytoine 
Diclofenac 
Warfarine 

Codéine 
Captopril 

Imipramine 
Fluoxétine 
Metoprolol 

Ciclosporine 
Tacrolimus 

Ketoconazole 
Midazolam 

Statine 
 

Inhibiteur Cimétidine 
Quinolones 

Fluvoxamine 

Isoniazide 
Ritonavir 

Quinidine 
Fluoxetine 

Macrolides 
Naringenine (jus de pamplemousse) 

Antifungiques azolés 
Antiprotéases 

 
Inducteur Rifampicine 

Omeprazole 
Cigarette 

Rifampicine  Carbamazépine 
Phénytoine 

Phénobarbital 
Millepertuis (tisanes...) 



 

41 
 

2. Le Mégazol 

2.1. Mode d’action 

L’activité biologique du Mégazol comme la plupart des hétérocycles nitrés est liée à la réduction 

du groupement nitro (R-NO2) en radical anion (Kedderis et al, 1988 ; Edwards, 1993). Ce radical ainsi 

ionisé évolue vers sa forme Nitroso (R-NO) en milieu anaérobie, et donne les dérivés du stress oxydatif 

et ses radicaux libres en milieu aérobie. Une étude a permis d’observer, par résonance paramagnétique 

électronique, la formation de ce radical anion du Mégazol en milieu anaérobie via différents systèmes 

enzymatiques testés (cytochrome P450 réductase, foies de rats, microsomes synthétisés à partir de T. 

cruzi). De plus le Mégazol, après être passé sous sa forme radicalaire anionique a bien donné 

naissance à un stress oxydatif. Il interfère donc bien avec le métabolisme de l’oxygène du parasite mais 

sans toutefois constituer le mécanisme d’action principal de la  molécule (Viode, 1999). 

Pour en apprendre un peu plus sur ce radical anion, une étude en radiolyse pulsée a permis de 

mettre à jour son faible potentiel redox (-430mV) qui théoriquement, défavorise sa bio-réduction 

normale. Or, en anaérobiose, ce radical anion se dismute plus facilement que celui du Nifurtimox. De 

plus, en milieu aérobie, avec présence du radical anion du Mégazol et de l’anion superoxyde, ce dernier 

réagit plus rapidement avec le radical anion du Mégazol qu’avec le radical anion du Nifurtimox. Ces 

caractéristiques cinétiques privilégient la formation de l’intermédiaire Nitroso (Viode et al, 1997), connu 

pour son effet létal par capture des thiols intracellulaires (Mulcahy et al, 1989 ; Ehlhardt et al, 1988). 

Ces Thiols ont pour fonctions, de régénérer le NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit), 

le NADPH, de piéger les radicaux libres et de détoxifier la cellule. Maya et al, (2003) ont testé différents 

composés comportant des groupes -nitro, dont le Mégazol, pour en déterminer leurs cibles chez 

T. cruzi. Cette étude a conclu que toutes les molécules testées agissaient en formant un cycle par 

réaction d’oxydoréduction, sauf le plus actif de leur sélection (le Mégazol) qui lui, agissait en piégeant 

les groupements -thiols dont notamment ceux de la Trypanothione, cette enzyme essentielle au 

processus de détoxification du parasite. 

 

 

 



 

42 
 

Des chercheurs d’Amérique du sud, 

se sont intéressés à la relation structure 

activité de la molécule en étudiant ses 

propriétés électroniques, optiques et 

magnétiques, jusqu’à découvrir ses sites 

actifs. Ainsi, le groupe amino (R-NH2) est un 

donneur d’électrons selon la localisation de 

l’HOMO (Highest Occupied Molecular 

Orbital) et l’attaque nucléophile a lieu au 

niveau de l’oxygène 19 du groupement nitro (voir figure 22) (Flores-Holguin et al, 2004, 2005 ; Rosselli 

et al, 2005, 2006). 

Les trypanosomes redoutent le stress oxydatif. En effet, ils n’ont, ni catalase (Docampo et al, 

1981), ni glutathionne peroxydase (Boveris et al, 1980), ni de molécules anti oxydantes (Morello et al, 

1988). Une des enzymes à leur disposition est la trypanothione réductase (Fairlamb et al, 1985 ;Krauth-

Siegel et al, 1987) qui régénère le cofacteur permettant l’activité, une fois qu’il est réduit. De nombreux 

inhibiteurs de la trypanothione réductase ont été découverts (Henderson et al, 1988 ; Girault et al, 

1997 ; Walton et al, 2011 ; Patterson et al, 2011), mais aucun n’a démontré d’activité intéressante in 

vivo. Or, le Mégazol ne possèderait aucune activité sur la trypanothione réductase (Viode, 1999, Perie 

et al, 1996). 

Une autre cible potentielle pour lutter contre le trypanosome peut être la Super Oxyde Dismutase 

(SOD) intervenant dans le métabolisme de l’oxygène. Les deux SOD de l’Homme et du trypanosome 

diffèrent fortement de par leurs structures et la nature du métal dans le site actif : Fe pour le parasite et 

Cu-Zn pour l’hôte (Le Trant et al, 1983). Le gène d’une SOD ferrique 5 à 8 fois plus active que 

l’originale a été cloné sur T. cruzi, puis divers antiparasitaires classiques ont été testés. La plupart n’ont 

eu aucun impact thérapeutique par rapport à leur action habituelle, sauf pour le violet de gentiane et le 

Benznidazole auxquels les trypanosomes étaient bien plus sensibles (Temperton et al, 1996, 1998). Le 

Mégazol a été testé en tant qu’inhibiteur de la SOD ferrique avec des résultats probants, contrairement 

à son jumeau structural dont le soufre a été remplacé par un oxygène, et qui n’a ni activité biologique ni 

d’effet inhibiteur de la SOD (Viode et al, 1998). 

Le trypanosome africain se sert d’un transporteur spécifique pour internaliser les purines de l’hôte 

car il n’a pas la capacité de les synthétiser. Il s’agit du transporteur d’adénosine P2 (Hammond et al, 

1984). Ce transporteur P2 reconnait le motif (N=C-NH2), il reconnait ainsi les diamidines et les 

mélaminophényls arsenicaux dont il permet l’entrée dans l’espace cellulaire (Barret et al, 1999). 

Figure 22: Structure moléculaire du Mégazol (Flores-Holguin et al, 2005) 
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Certaines souches de trypanosomes ne possèdent pas ce transporteur, ce qui explique leurs 

résistances à ce type de molécules (Barret et al, 1999). Comme les amino purines, l’oxyde de Melarsen 

et d’autres molécules, le Mégazol possède le motif (N=C-NH2) permettant son internalisation cellulaire, 

(voir figure 18) mais il s’est avéré que, en plus de la possibilité d’internalisation par ce transporteur, la 

plus grande partie du Mégazol intracellulaire provient d’une simple diffusion passive. Ainsi là où, in vivo, 

une résistance au Melarsoprol et autres diamidines apparait à cause de souches mutantes de 

trypanosomes n’exprimant plus ou trop peu le transporteur P2, le Mégazol pourra continuer d’être actif 

de par son mode de passage double (Barret et al, 2000). 

Une autre cible potentielle d’action du Mégazol est une enzyme de la chaine respiratoire 

mitochondriale du parasite, la fumarate réductase (ou FR). Cette enzyme est essentielle pour la 

production énergétique de nombreux Trypanosomatidés. Elle permet de remplacer l’oxygène, comme 

dernier accepteur d’électrons, par le fumarate. Sur les 13 molécules testées par Turrens et al, (1996) le 

Mégazol est le meilleur inhibiteur de cette enzyme, devant le Fexinidazole. 

Chez T. cruzi, le Mégazol induit, comme beaucoup d’autres antiparasitaires, un stress oxydatif 

après sa réduction sous la forme radicalaire anionique. Cependant, le plus important de sa toxicité 

résiderait dans sa capacité à inhiber la chaine respiratoire mitochondriale et notamment par son action 

sur la fumarate réductase. De plus, sa forte capacité à générer des intermédiaires nitroso, augmenterait 

sa toxicité pour le parasite en utilisant les thiols intracellulaires essentiels pour se défendre contre les 

radicaux libres (Bouteille et al, 1999). 

2.2. Activité du Mégazol 

Les premiers tests effectués à la découverte de cette molécule ont permis d’attribuer au Mégazol 

des propriétés antibactériennes et anti protozoaires importantes (Berkelhammer et al, 1968 ; Bachmann 

et al, 1968 ; Carvajal et al, 1968): 

 Propriétés antibactériennes :  activités in vitro sur cultures de gonocoques, méningocoques, 

bacilles Gram- et Gram+, et in vivo sur souris et poules avec infections Gram-, Gram+, cocci. 

 Propriétés anti protozoaires : sur T. cruzi, T. equiperdum, L. donovani, Trichomonas vaginalis 

et Entamoeba histolytica. 

 

Les premiers tests chez les souris parasitées avec T. brucei et également avec T. cruzi, ont 

démontré une efficacité prometteuse (Winkelmann et al, 1977). En 1982, Filardi et Brener ont démontré 
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une efficacité sur des infections à T. cruzi et même sur des souches résistantes au Nifurtimox et au 

Benznidazole (Filardi et al, 1982 ; 1987). Plus tard son efficacité, avec destruction des formes 

intracellulaires de T. cruzi chez le rat a été démontrée (Lages-Silva et al, 1990) là où, le Benznidazole et 

le Nifurtimox ne s’avèrent pas efficaces (Rodriguez et al, 1995). 

Des chercheurs travaillant sur T. cruzi ont pris des clichés du parasite sain et du parasite traité 

par du Mégazol, ce qui permet de se rendre compte « à l’œil nu » des effets de la molécule sur 

l’organisme et la morphologie du parasite, voir figure 23 page suivante (Salomão et al, 2010). 
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Figure 23 : Effets du Mégazol sur la morphologie de T. cruzi . d’après (Salomão et al, 2010) 

 

A gauche : Microscopie électronique de la forme 
trypomastigote de T. cruzi : 

En haut : Parasites non traités avec une morphologie et une 
topologie de surface normale. 

En bas : Parasites traités pendant 24h par du Mégazol à 9,9 
µM conduisant à la torsion (astérisque) et à l’enroulement 
du corps du parasite (flèche) ainsi qu’à un 
raccourcissement du flagelle (pointe de flèche).  

  

 

A droite : Microscopie électronique à transmission de la 
forme trypomastigote de T. cruzi : 

Image du haut : Parasite contrôle avec le corps allongé et la 
morphologie caractéristique normale: de la mitochondrie 
(M) du kinétoplaste (K) et du noyau (N). 

Les deux images du bas montrent le parasite traité pendant 
24 h à la concentration de 9,9 µM de Mégazol ; avec pour 
conséquences une altération, de l’ADN kinétoplastique 
(flèches noires), de la mitochondrie (pointe de flèche) et une 
vacuolisation intense (étoiles blanches). 
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Concernant l’activité biologique sur les trypanosomes du groupe brucei, des tests in vitro ont été 

menés sur T. brucei AnTat1.9 cultivé en milieu acellulaire semi-synthétique. Ces derniers ont montré 

l’efficacité du Mégazol (0,1 µg/mL ou 0,45 µM) après 36h d’incubation (Marie-Daragon et al, 1994 ; 

Bouteille et al, 1995). Efficacité améliorée d’un facteur 10 par rapport à la Suramine au même temps 

d’incubation mais pourtant à une concentration plus élevée (1 µg/mL ou 0,7µM) (Bouteille et al, 1995). 

Des tests in vivo ont également été menés notamment sur des souris infectées par T. brucei 

brucei AnTat1.9, souche entrainant la forme aiguë de la maladie avec la mort de l’animal en 3 à 4 jours, 

mais sans atteintes cérébrales (mauvais modèle pour le stade 2 de la maladie). Le Mégazol à une dose 

unique de 20 mg/kg (0,5 mg/souris) mène à 100% de guérison pour des infections de : 12 à 24 heures 

s’il est utilisé par voie IP et de 36h lors de son administration per os (Bouteille et al, 1999). 

La même expérience a été menée sur des souris infectées par la souche T. b. brucei AnTat1.1E 

qui est responsable de la forme chronique de la maladie avec invasion du système nerveux de l’animal 

à partir du 21ème jour après inoculation (avec mort de la souris entre 26 et 37 jours post infection). Une 

fois traitées en IP par une seule dose de 20 mg/kg de Suramine, les souris sont transitoirement 

indemnes de parasites, mais uniquement dans le sang périphérique, car 11 à 43 jours plus tard les 

parasites sont de nouveaux présents (Bouteille et al, 1999). 

L’étude des tissus cérébraux des souris après leurs rechutes montrent des infiltrats 

lymphocytaires situés autour des vaisseaux sanguins du parenchyme. En effet il a été démontré que 

pendant cette période d’a-parasitémie périphérique apparente, les parasites sont toujours présents 

dans les plexus choroïdes de l’animal (Jennings et al, 1983). Les animaux peuvent être maintenus dans 

cette aparasitémie fictive par des rechutes/traitements successifs (de 2 à 4), jusqu’à 100 jours, après 

quoi, l’atteinte cérébrale devient trop importante et apparaissent des signes neurologiques comme la 

perte de l’équilibre, convulsions et altérations de la fonction motrice (incoordination et difficultés de 

déplacement, paralysies des membres), somnolence et perte de poids. L’étude du tissu cérébral montre 

alors une progression allant de simples lésions inflammatoires à une méningite, jusqu’à une méningo-

encéphalite. Toutes ces lésions évoluent à travers les espaces péri-vasculaires, les parenchymes 

cérébraux et cérébelleux et le trypanosome lui-même se retrouve dans le SNC, notamment dans les 

plexus choroïdes, les méninges et les parenchymes (Keita et al, 1997). 

 

 



 

47 
 

Un nouveau schéma thérapeutique consistant en une bithérapie Suramine / Mégazol a alors été 

testé sur des souris infectées par T. b. brucei AnTat1.1E. Le schéma est le suivant :  

 Suramine 20 mg/kg en injection IP au 21ième jour 

 suivi d’une dose par jour de Mégazol en IP ou per os à 80 mg/kg pendant 3 jours 

Les parasites disparaissent et ne réapparaissent toujours pas après une période de suivi de plus 

de 4 mois, ce qui est plus que le délai de rechute normale d’environ 10 à 50 jours avec cette souche 

(Bouteille et al, 1995). Il est alors possible de parler de guérison de ces souris. Ce même schéma 

thérapeutique testé chez des rats a permis d’obtenir une guérison avérée chez 10 rats sur 12, et une 

prise de poids 2 semaines après le traitement comparable au groupe témoin (Darsaud et al, 2004). 

Des souris infectées puis maintenues par des doses de Suramine (20 mg/kg) en un cycle de 

rechutes / traitements successifs permettant le développement du parasite uniquement dans le 

cerveau, ont été traitées à 100 jours post infection avec le schéma thérapeutique suivant :  

 une première injection de Suramine (20mg/kg) au jour 1 du traitement, 

 puis les 4 jours suivants une dose per os de Mégazol (80mg/kg).  

En moins d’une semaine après ce traitement une amélioration de l’état général de ces souris a 

été observée (mobilité et reprise normale de l’alimentation). De plus, un suivi de l’encéphale (à 7 jours, 

14, puis 1, 2, 4 et 6 mois) des souris montre que dès 2 mois, après la fin du traitement, il n’y a plus de 

lésions inflammatoires (Enanga et al, 1998). 

Devant de tels résultats les chercheurs ont voulu se rapprocher au mieux du modèle humain en 

mettant au point un modèle expérimental de trypanosomose à T. b. gambiense MBA ITMAP 1811 sur 

des singes verts, cercopithèques, (Chlorocebus aethiops) (Ouwe-Missi-Oukem-Boyer et al, 2006). Sur 6 

cercopithèques infectés, cinq d’entre eux étaient au stade lymphatico sanguin de la maladie et ont été 

traités par une seule dose de Mégazol (100 mg/kg) per os (dans des bananes). Le sixième singe, 

présentant des signes cliniques d’atteinte neurologique ainsi que des trypanosomes dans le LCR, a lui 

aussi reçu une dose unique de Mégazol à 100 mg/kg per os suivie immédiatement par une dose de 

Suramine à 20 mg/kg en voie IV. Deux ans après ce traitement il n’y a eu aucune rechute de ces 6 

singes (Enanga et al, 2000 ; Chauvière et al, 2003). 
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2.3. Pharmacocinétique 

Un premier aperçu de la cinétique du Mégazol, 

illustré dans la figure 24, a été fait en 1968 dès la 

création de la molécule, par dosage sur un pool de 

sang de 10 souris prélevées par ponction cardiaque 

(500 µL chacune) (Redin et al, 1968). 

L’étude de la pharmacocinétique du Mégazol a 

débuté par la mise au point d’une technique de dosage 

du Mégazol par HPLC (Chromatographie Liquide Haute 

Performance) permettant une détection dans les 

fluides biologiques jusqu’à 2 ηg/mL (Enanga et al, 

1997). Les premières détections de Mégazol tritié chez 

la souris saine ont permis de conclure que le meilleur pic plasmatique obtenu après administration de 

80 mg/kg de Mégazol, s’obtenait grâce à une prise per os (33,8 µg/mL), plutôt qu’en IP (19 µg/mL). De 

plus la Suramine (20 mg/kg) injectée en IP au préalable (24 h avant), améliore la vitesse d’absorption 

digestive du Mégazol tout en diminuant sa concentration plasmatique (19,9 µg/mL versus 33,8 µg/mL). 

Une même prise de Suramine (20 mg/kg ; 24h avant) chez une souris infectée par T. b. brucei 

AnTat1.1E, permet un volume apparent de distribution du Mégazol augmenté (5,6 L/kg versus 0,9 L/kg) 

et une augmentation de la demi-vie de la molécule (3 heures versus 0,7 heure) (Enanga et al, 1999). 

Une autre étude, toujours menée par Enanga et al, en 2000, a été réalisée chez le singe vert 

cercopithèque (Chlorocebus aethiops) infecté par la souche MBA de T. b. gambiense. Le Mégazol a été 

administré per os (100 mg/kg) et les concentrations plasmatiques maximales détectées après 4 à 8 

heures après la prise étaient de 16,8 à 46 µg/mL. Cette étude a également permis de déterminer le 

taux de passage du Mégazol dans le LCR (de 5,2 à 10,5 % de la concentration plasmatique), la demi-

vie du Mégazol avec des variations de 2,7 à 2,89 heures. Cette demi-vie d’élimination, bien plus courte 

que celle des autres composés 5-nitroimidazolés (Metronidazole 7-8h ; Tinidazol 12-13h ; Ornidazole 

13h ; Secnidazole 17-29h) excepté le Fexinidazole 1-3h (Torreele et al, 2010), est un avantage face aux 

propriétés mutagènes de la molécule, car elle est ainsi rapidement éliminée et moins toxique pour 

l’organisme. Après 24h, une quantité plasmatique résiduelle d’environ 0,2 µg/mL peut être retrouvée. 

L’élimination du Mégazol se fait en majorité par les urines en excrétant principalement la molécule non 

métabolisée (Enanga et al, 2000). L’étude précise des métabolites du Mégazol est l’objet de notre 

travail. 

Figure 24: Concentration plasmatique de Mégazol 
après ingestion de mono-doses (Redin et al, 1968). 
On peut déjà trouver le Tmax de 3h retrouvé plus 
tard par Enanga et al, 1997. 



 

49 
 

2.4. Tolérance, toxicité 

Durant l’année 1968, la même année qui a vu la découverte de la molécule par les chimistes de 

American Cyanamid Co, des d’articles publiés par les chercheurs de cette même entreprise 

pharmaceutique ont apporté une série de données très impressionnantes, avec des tests de la 

molécule à des concentrations « aléatoires », sur toute sorte d’animaux (souris, rats, poussins voir des 

cochons) contaminés par des bactéries et des parasites de tout type. Toutefois certains de ces articles 

font référence à des études préliminaires, n’ayant sans doute pas été publiées, pouvant comporter des 

essais de concentrations extrêmes qui auraient pu être intéressants pour l’étude de la toxicité de cette 

molécule (Burden et al, 1968 ; Redin et al, 1968 ; Layton et al, 1968). 

Ainsi, Burden et al, ont montré qu’une dose par jour de 195 mg/kg per os pendant 5 jours reste 

bien tolérée par la souris (infectée par Trichomonas vaginalis), là où une dose quotidienne de 650 

mg/kg per os commence à donner une mauvaise tolérance avec une perte massique de 17% de la 

masse initiale (Burden et al, 1968). Redin et al, (1968) confirment la bonne tolérance de la molécule par 

la souris et indiquent que la dose létale médiane (DL50) est de 1 400 mg/kg [1 170 ; 1 660]. Layton et al, 

(1968) ont infecté des porcelets sevrés, avec Salmonella enterica, et les ont traités pendant 2 semaines 

par du Mégazol à environ 16 mg/kg. Tous les porcelets non traités avaient de la fièvre, et sont morts, 

contre un seul décès pour les traités. Chez les porcelets traités par le Mégazol aucune modification de 

masse n’a été notée durant l’étude. 

De plus lors des tests effectués, d’une part sur la souris avec des doses de 80 mg/kg x 4 per os 

et d’autre part chez le primate avec une dose unique à 100 mg/kg  per os aucun effet d’intolérance n’a 

été rapporté (Bouteille et al, 1999)  

2.5. Mutagénicité  

Les premiers tests de mutagénicité de molécules sont arrivés avec la mise au point du test 

d’Ames. Il s’agit de mettre en contact des souches de Salmonella n’ayant pas la capacité de 

transformer un substrat en histidine, essentiel pour leur survie, dans un milieu qui en est dénué. Ainsi, si 

la molécule induit la capacité à auto-synthétiser l’histidine, la souche survit et la molécule est donc 

mutagène. Il peut aussi être ajouté un extrait de foie (rat ou autre), le « S9 mix », à la molécule testée 

pour étudier si les métabolites de la molécule sont mutagènes (Ames et al, 1975). 
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Ainsi, il a été constaté que des composés nitrés comme le Nifurtimox (nitrofurane) et le 

Benznidazole (nitroimidazolé), très largement utilisés contre la maladie de Chagas avaient, une activité 

mutagène, en plus de leurs nombreux effets indésirables (Ferreira et al, 1986 ; 1988). Le Mégazol, un 

5-nitroimidazolé, a lui aussi été testé d’abord en culture, avec trois souches (TA 98 ; TA 100 ; TA 102) de 

Salmonelles dont seulement les souches TA 98 et TA 102 avaient mutées (Ferreira et al,1986), puis, 

avec 3 souches de Salmonelles (TA 98 ; TA 98dnp6 ; TA 98nr qui n’a pas de nitro-reductase) et là, 2 

souches sur 3 (TA 98 et TA 98dnp6) mises en contact avec les échantillons sériques, avaient mutées 

que ce soit in vitro ou in vivo, sans que l’ajout de foie (métabolisation) ne fasse muter la troisième 

souche. Mais pour les trois souches il y avait une mutagénicité dans les urines, ce qui suggère une 

autre voie de métabolisation que le foie, in vivo (De Morais et al, 1998 ; Ferreira et al, 1986). Les 

souches de salmonelles ne possédant pas de nitro-réductase ne semblent pas donner de mutagénicité, 

en effet, une nitro-reductase classique de Salmonella typhimurium est une flavoprotéine catalysant la 

réduction de la fonction nitro (-NO2) présente sur les cycles aromatiques pour donner des métabolites 

toxiques, mutagènes ou cancérigènes (Watanabe et al, 1998). 

Plus tard, Enanga et al, ont mis en contact des trypanosomes, avec des doses croissantes de 

Mégazol jusqu’à sélectionner les trypanosomes mutants (dont l’ADN a été altéré) de plus en plus 

résistants à la molécule, mais qui en plus, avaient développés des résistances croisées avec d’autre 

molécules anti-trypanosomes (Enanga et al, 2003). 

D’autres études de mutagénicité ont été menées dont celle de Poli et al, (2002) qui a démontré la 

géno- et cyto- toxicité du Mégazol lors de son administration concomitante à la Bléomycine. Cette 

toxicité est cependant dépendante de la durée du traitement. En effet, le taux d’ADN lésé est plus fort 

lors d’un traitement court (1-4 h) que lors d’un traitement long (20-40 h), ce qui suggère un mécanisme 

de réparation du matériel génétique lésé. 

De plus, cette étude n’a pas montré d’augmentation significative d’événements de mutation et/ou 

de recombinaison chez des levures après traitement par le Mégazol, avec ou sans addition de 

cytochrome P450. Cependant une cytotoxicité est apparue chez la levure dépourvue de cytochrome 

P450 alors que chez les autres cet événement n’était pas observable (Poli et al, 2002). La plus récente 

des études conclue à la mutagénicité du Mégazol ainsi qu’à sa génotoxicité et à sa clastogénicité 

(rupture du matériel génétique induisant des aberrations chromosomiques) (Nesslany et al, 2004). 
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2.6. Recherche d’un composé atoxique 

Au vu des découragements 

successifs concernant la toxicité et 

la mutagénicité du Mégazol des 

modifications de la structure 

chimique du Mégazol ont été 

menées afin d’optimiser son activité 

thérapeutique sans obtenir de 

composante toxique. Tout d’abord 

en ajoutant des substituants en 

position 4’ (voir figure 25) du cycle 

imidazole pour faire varier son 

potentiel redox (Chauvière et al, 

2000). La présence du groupement 

nitro en 5’ (voir figure 25) semble 

essentielle à l’activité trypanocide de la molécule, car dépourvue de ce groupement la molécule perd 

toute action (Bouteille et al, 1999). Bouteille et al, ont également testé des dérivés intermédiaires de 

synthèse du Mégazol (Sulfoxyde et Sulfone) ainsi que du Mégazol substitué en position 4’ par -Br ;         

-CH3 ; -CF3. Pour toutes ces molécules, l’activité trypanocide a été diminuée voir perdue. De la même 

manière, Chauvière et al, (2003) ont synthétisé des dérivés du Mégazol en rajoutant un glucose pour 

une meilleure absorption de la molécule. Au final, dès que la structure mère du Mégazol est modifiée, 

l’activité est diminuée ou perdue.  

D’autres chercheurs 

d’Amérique du sud se sont 

intéressés à l’activité de dérivés du 

Mégazol mais cette fois sur T. cruzi. 

Certaines de ces recherches ont 

abouti à la découverte d’une 

molécule appelée la Brazilizone A 

(S1 de la figure 26), possédant une 

DL50 deux fois plus puissante que 

celle du Mégazol (Carvalho et al, 

Figure 25 : Structure chimique du Mégazol 2D et 3D (pubchem compound) 

Figure 26 : Structure moléculaire de dérivés du Mégazol, 

la Brazilizone A est la molécule S1, d’après (Salomão et al, 2010) 
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2004 ; Carvalho et al, 2008). D’après l’étude de Salomão et al, (2010), l’activité des différents composés 

n’est pas comparable in vivo et in vitro. En effet le composé S1 montre une très forte activité in vitro et 

pas du tout in vivo. Les molécules les plus prometteuses semblent être les S2 et S3 (S2 est actif à des 

doses plus faibles que S3), leur toxicité notamment leur génotoxicité est en court d’analyse. 
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3. Objectifs 

Déterminer la dose minimale efficace du Mégazol par expérimentation animale chez la souris 

infectée par T. b. brucei AnTat1.1E, dans l’espoir de trouver une diminution de la dose thérapeutique 

entrainant une baisse proportionnelle de sa mutagénicité. 

Rechercher les métabolites du Mégazol. Comparer leurs présences dans différents milieux 

biologiques (plasma, urine) prélevés chez les souris traitées. Caractériser les métabolites du Mégazol. 

Cela, afin de déterminer s’il existe un de ces métabolites qui aurait une activité trypanocide dénuée de 

mutagénicité.  
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4. Matériel et Méthodes 

4.1. Expérimentation animale 

4.1.1. Souris 

Il s’agissait de souris Swiss (B) femelles (âgées de 8 semaines, masse moyenne à l’infection 25 

g) toutes issues du laboratoire de Touraine, élevage Depré, St Doulchard, France. Ces animaux sont 

restés pendant toute la durée de la recherche dans l’animalerie de la faculté de médecine et de 

pharmacie de Limoges avec des conditions de vie stables que ce soit pour la température ou le cycle 

jour/nuit ou pour la nourriture et l’eau (ad libitum). 

Sept groupes composés de 11 souris ont été constitués. Ces groupes ont été déterminés 

aléatoirement. 

 Groupe 1 : 80 mg/kg/jour sur 3 jours 

 Groupe 2 : 60 mg/kg/jour sur 3 jours 

 Groupe 3 : 40 mg/kg/jour sur 3 jours 

 Groupe 4 : 20 mg/kg/jour sur 4 jours 

 Groupe 5 : 10 mg/kg/jour sur 4 jours 

 Groupe 6 : Témoins infectés et non traités 

 Groupe 7 : Témoins non infectés et non traités 

 

4.1.2. Trypanosomes  

La souche T. b. brucei AnTat 1/1E (ITMAS 190702) a été utilisée pour ces expérimentations. 

C’est un clone pléiomorphe issu de l’EATRO (East African Trypanosomiasis Research Organization) 

isolé en 1966 en Ouganda (Bouteille et al, 1995 ; Darsaud et al, 2004). Elle a été obtenue auprès de 

l’institut de Médecine Tropicale d’Anvers.  

 

4.1.3. Infection  

Avant l'infection des lots, les trypanosomes ont été décongelés puis leur mobilité a été vérifiée à 

l'aide d'un microscope optique. Ils ont d’abord été injectés à des souris pour s’y développer puis, ont été 
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comptés puis dilués dans une solution de NaCl 0,9% avant l’infestation finale consistant en une 

injection IP de 1 000 parasites dans un volume total de 100 µL. 

 

4.1.4. Protocole thérapeutique 

Pour utiliser le Mégazol au maximum de son activité thérapeutique nous avons basé le choix du 

protocole thérapeutique sur l’étude pharmacocinétique d’Enanga et al, (1999). En effet, cette étude à 

permis, grâce à du Mégazol tritié (Chauvière et al, 1998) d’obtenir une série de résultats 

pharmacocinétiques de grande importance pour notre étude : 

 L’élimination du Mégazol est principalement urinaire, d’où le choix de recueillir les urines 

pour la recherche d’éventuels métabolites. 

 A une même dose de Mégazol (80 mg/kg), les taux plasmatiques sont supérieurs après 

administration PO plutôt qu’IP, d’où le choix du traitement par gavage. 

 Le Mégazol associé à la Suramine injectée 24h auparavant : 

- atteint son Tmax en 2 h contre 4 h administré en monothérapie, 

- augmente le volume de distribution de la molécule à 5,6 L/kg contre 0,9 L/kg seul, 

- augmente la demi-vie d’élimination à 3 h contre 0,7 h seul. 

D’où le choix de l’association Suramine / Mégazol. 

Nous avons ainsi pu fixer un protocole de traitement illustré dans le tableau 3 ci dessous 

 

Tableau 3: Protocole de traitement des souris selon les lots 

 J0 
Infection 

AnTat1/1E (1000 
parasites) 

J21 
Suramine 

(20mg/kg IV) 

J22 
Mégazol 

J23 
Mégazol 

J24 
Mégazol 

J25 
Mégazol 

80 mg/kg PO       

60 mg/kg PO       

40 mg/kg PO       

20 mg/kg PO       

10 mg/kg PO       

Témoins infectés sans traitement       

Témoins sans infections et sans traitement       

 

Le traitement débute au 21ième jour post infection, pour être sûr du caractère neurologique de 

l’infection (Bouteille et al, 1987 ; 1988 (les 2) ; 1990 et 1998). 

Il consiste en une première dose unique de Suramine à 20 mg/kg le premier jour, puis à la même 

heure le jour suivant la première dose de Mégazol (de 80 à 10 mg/kg selon le groupe) et ainsi de suite 
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chaque jour pour un total de 3 doses de Mégazol pour les groupes à 80, 60 et 40 mg/kg et de 4 doses 

pour les groupes à 20 et 10 mg/kg. 

Pour le gavage, les souris étaient maintenues en extension la gueule ouverte pour permettre 

l’introduction de la canule de gavage reliée à une seringue de 1 mL. La suspension jaune a été 

administrée en une dose unique par jour (volume de 50 µL pour éviter les régurgitations).  

Nous avons fixé le terme de cette étude à 200 jours après quoi les souris ont été euthanasiées 

selon les protocoles d’euthanasies en vigueur. 

Toutes les manipulations ont été effectuées en conformité avec les recommandations nationales 

et internationales actuelles sur l’expérimentation animale. L’étude a été approuvée au Comité Régional 

d'Éthique sur l’Expérimentation Animale du Limousin (CREEAL) au numéro 4-07-2012. 

 

4.1.5. Matériel thérapeutique 

La Suramine (Sigma-Aldrich, St Louis ; USA) a été diluée dans de l’eau physiologique et a été 

injectée en intra péritonéale dans un volume de 200 µL. 

Le Mégazol, ou CL 64 855 (American Cyanamid) ou 2-amino-5-[1-methyl-5-nitro-2-imidazolyl]-

1,3,4-thiadazole, a été gracieusement synthétisé et fourni par le Dr Bernard Morvan (βios Chemicals) en 

suivant le schéma de synthèse déjà décrit dans une précédente publication (Chauvière et al, 2003). Il 

se présente sous la forme d’une poudre jaune non soluble dans l’eau, mais soluble dans le DMSO. Le 

Mégazol a été administré per os avec une canule de gavage adaptée dans une suspension de 

CarboxyMethylCellulose, (Sigma-Aldrich, Steinheim ; Germany) faible viscosité à 2%, à raison de 50 µL 

par dose. 

 

4.1.6. Prélèvement et recueil de données 

Pour déterminer les heures de prélèvement des urines nous avons utilisé l’étude 

pharmacocinétique d’Enanga et al, (1999). En effet grâce à du Mégazol tritié (Chauvière et al, 1998) il a 

été déterminé que la demi-vie du Mégazol était de 3h chez la souris préalablement traitée par Suramine 

24h auparavant (contre 0,7h sans Suramine).  

Nous avons fait les prélèvements plasmatiques 3h après la première et la dernière administration 

de chaque lot consistant en un prélèvement sanguin par ponction du sinus rétro orbital des souris puis 

récupération du plasma après centrifugation. 

Pour les urines nous avons effectué les prélèvements à partir de 3h après la première dose, sur 

une durée de prélèvement de 12h ; puis sur une durée de 24h, trois heures après la dernière dose. Les 
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prélèvements d’urines ont été effectués grâce à des cages à métabolismes, (Tecniplast® Italie) 

gracieusement mises à disposition par le service de physiologie de la faculté de pharmacie de Limoges. 

La masse des souris a également été recueillie chaque semaine ainsi que la parasitémie qui elle 

a été comptée sur cellule de Malassez tous les 5 jours pendant les 2 premiers mois puis toutes les 

semaines par la suite. 

 

4.1.7. Analyses statistiques 

Les résultats des variables quantitatives sont présentés sous la forme moyenne ± écart-type, 

minimum, maximum et médiane. Les résultats des variables qualitatives sont exprimés en fréquences et 

pourcentages. Les comparaisons de variables qualitatives entre deux groupes de sujets ont été 

réalisées par des tests du Chi2 ou des tests exacts de Fisher en fonction des effectifs théoriques et du 

nombre de classes dans les variables considérées. Les distributions des variables quantitatives (suivi 

versus doses) ont été comparées par un test t de Kruskal-Wallis. Des courbes de survie pour les 

différentes doses ont été tracées selon la méthode de Kaplan-Meier et comparées entre elles à l’aide de 

tests de log-rank. 

Le seuil de significativité choisi pour l'ensemble des analyses statistiques est de 0,05. Le logiciel 

utilisé est SAS 9.1.3 (SAS Institute, Cary, USA). 

4.2. Recherche de Métabolites 

4.2.1. Test de solubilité du Mégazol et choix du solvant d’extraction 

Que ce soit pour l’incubation par microsomes hépatiques ou pour l’extraction avant une HPLC, le 

choix du solvant est essentiel. Pour cela, nous avons mis en œuvre toute une batterie de tests de 

solubilité avec divers solvants. Les résultats de ces tests sont présentés dans le tableau 4. 
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Tableau 4 : Tests de solubilité du Mégazol dans différents solvants (DMSO = DiMethylSulfOxyde ; NaOH= soude ; HCl= Acide 
Chlorhydrique ; H2SO4 = Acide Sulfurique ; ACN = ACétoNitrile) 

 

Suite à ces tests nous avons sélectionné le mélange ACN/DMSO (50/50) pour l’incubation par 

microsomes hépatiques. 

Pour ce qui est de l’extraction, nous sommes partis de l’extraction utilisée par Enanga et al, 

(1997) qui se servaient essentiellement du dichlorométhane. Puis, après ses tests de solubilité, nous 

avons comparé les quantités de métabolites obtenues pour un même échantillon d’urine, avec les 

extractions utilisant le Dichlorométhane et le Butan-2-ol. Ce dernier est plus efficace ; il a donc été 

utilisé dans la suite de notre étude. 

  

Solvant Solubilité 
- - - -  - - + ++ +++ 

DMSO       
Eau       
Eau + NaOH (1M)       
Eau + HCl (1N)       
Acétate d’Ethyl       
Dichlorométhane       
Butan-1-ol       
Butan-2-ol       
Ethanol       
Ether       
Toluène       
Chloroforme       
Acétone                   
Isopropanol       
Eau + H2SO4 (2N)       
Méthanol       
ACN       
Eau + 2% DMSO       
ACN + 2% DMSO       
ACN / DMSO (50/50)       
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4.2.2. Incubation du Mégazol par des microsomes hépatiques humains 

Les microsomes hépatiques ont été fournis par la société Biopredic International (Rennes, 

France). Il s’agit d’un pool de plusieurs foies humains (ici 55 foies). Le pool de microsomes hépatiques 

était à la concentration de 36,14 mg/mL. 

Pour utiliser le Mégazol nous avons préparé une solution mère de Mégazol à 9 g/L dans un 

mélange ACN/DMSO (50/50).  

La réaction consiste à mettre en solution dans un volume final de 200 µL, les éléments suivants : 

 Tampon incubation : TRIS-HCL  0,1 M et MgCl2 10 mM (pH 7,4 à 37°) 

 Microsomes hépatiques humains à 0,5 mg/mL 

 Substrat : Solution de Mégazol à 100 et 500 µM 

Le tout subit une pré-incubation à 37°C (Gilson Temperature Regulator 832 et Thermostatic 

Rack ; Middleton, USA) pendant 5 minutes. Puis, la réaction démarre avec l’ajout du co-substrat. 

 Co-substrat : NADPH à 2 mM  

Nous avons alors mis à incuber l’ensemble à 37°C pendant 60 minutes. 

La réaction a finalement été stoppée par l’ajout d’une solution « STOP »  d’Acétonitrile (100µL). 

Les échantillons ont par la suite été centrifugés 5 minutes à 13 000 tours/minute et le surnageant a été 

pipeté et mis à -20°C.  

Des incubations contrôles sans microsomes ont été faites dans le même temps. 

 

4.2.3. Extractions  

4.2.3.1. Extraction pour la méthode GUS (General Unknown Screening) 

L’extraction retenue pour cette étude est une optimisation de celle utilisée par Enanga et al, 

1997,1999 et 2000 dans laquelle était utilisé le dichlorométhane comme solvant d’extraction. Nous 

avons ici, adopté le butan-2-ol comme solvant d’extraction car ce dernier permet d’extraire plus de 

métabolites que le dichlorométhane qui lui avait été choisi à l’époque pour doser principalement le 

Mégazol. 

Il s’agit d’une extraction double (basique puis acide). Cent microlitres d’urines ou de plasma sont 

disposés dans un tube en verre avec bouchon hermétique, puis mis en contact et vortexés avec 20 µL 

de NaOH (1N, AVS Titrinorm® ; Fontenay-sous-Bois, France) puis laissés au repos durant 5 minutes. À 

ce mélange sont rajoutés 5 mL de Butan-2-ol (Prolabo Rhone Poulenc ; Paris, France) et l’ensemble est 
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mis sous agitation rotatoire (25 tours/min ; 65° ; Rotator SB3, Stuart® ; Stone, Staffordshire, United 

Kingdom) pendant 20 minutes, puis centrifugé pendant 10 minutes à 3 500 tours/ min. 

À la sortie de la centrifugeuse, il reste un liquide homogène, recueilli avec une pipette en verre 

(extrait alcalin), et un précipité. 

Le précipité restant subit l’extraction acide. Soixante cinq microlitres d’HCl (1N ; AVS Titrinorm® ; 

Fontenay-sous-Bois, France) sont ajoutés puis vortexés et laissés au repos 5 minutes. Puis, comme 

précédemment, 5 mL de Butan-2-ol sont rajoutés et le tout est mis sous agitation rotatoire pendant 20 

minutes, centrifugé 10 minutes, et la partie non précipitée (extrait acide) transférée. 

Par la suite, les extraits alcalins et acides sont mélangés et mis à évaporation au Speed-

Vac® (Thermo-Fisher ; Les Ulis, France) pour obtenir des extraits secs. Ces derniers sont reconstitués 

dans 100 µL de 50:50 de Méthanol / 0,1% acide acétique dans l’eau au vortex juste avant analyse 

HPLC/MS (Chromatographie Liquide Haute Performance couplée à la Spectrométrie de Masse). 

 

4.2.3.2. Extraction pour la méthode MRM (Multiple Reaction Monitoring) 

Il s’agit de la même extraction que précédemment à ceci près que 20 µL d’étalon interne 

(Métronidazole à 25 ηg /µL) ont été ajoutés et vortexés aux 100 µL d’échantillons initiaux (urine, 

plasma, incubation par microsomes hépatiques). 

 

4.2.4. Analyses HPLC/MS  

4.2.4.1. Chromatographie liquide en phase inverse 

Les solvants et réactifs utilisés pour la spectrométrie de masse sont de qualité LC-MS 

(Chromatographie Liquide couplée à la Spectrométrie de Masse). Le méthanol et l’acide acétique 

proviennent de Sigma-Aldrich® (Saint Quentin Fallavier, France). 

Le système HPLC consiste en une pompe Shimadzu LC 10 ADvp (Japon) avec un auto-injecteur 

SIL-Ht et un four CTO-10ASvp. La séparation chromatographique a été réalisée : 

 sur une colonne Nucleosil C18 (125 x 2,1mm i.d, 100Å-5µm) (Macherey-Nagel) à un 

débit de 0,2 mL/min. 

 Solvant A : Eau / 0,1% CH3COOH  

 Solvant B : Méthanol / 0,1% CH3COOH  
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 L’élution est réalisée comme suit : 

équilibration à 5% de solvant B, 

augmentation à 50% de B en 19 min, 

suivi d’une augmentation à 100% de B 

en 1,5 min, 100% de B maintenu 

pendant 2,5 min, enfin diminution à 5% 

de B en 30 sec et rééquilibration de la 

colonne pendant 10 min (illustration du 

profil d’élution : figure 27). 

 

Pour les extraits d’urine en MRM, un volume de 3 µL a été injecté. Pour ce qui est des extraits 

d’urine en GUS, de plasma et de l’incubation par microsomes hépatiques en MRM, il a été injecté le 

volume maximum de 20 µL. En effet, la méthode ayant été mise au point pour l’urine où les métabolites 

étaient présents en quantités bien supérieures, il fallait augmenter les chances de détection des 

métabolites en augmentant le volume des échantillons faiblement concentrés. 

 

4.2.4.2. Spectrométrie de Masse 

La détection est effectuée par un spectromètre de masse hybride triple quadrupole / trappe d’ions 

linéaire 4000 Q-TRAP® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) équipé d’une source d’ionisation 

Electrospray turbo Ion Spray (ESI) et contrôlé par le logiciel Analyst 1.5 (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA).  

Les paramètres d’ionisation ont été optimisés en infusant une solution de Mégazol à 10 µg/ml en 

modes positif et négatif. L’ionisation optimale est effectuée en mode positif avec les paramètres 

suivants :  

 voltage Ion Spray (IS), 5 500 V 

 curtain gas, 15 unités arbitraires 

 ion source gas 1 et 2, respectivement 20 et 30 unités  

 Collision cell eXit Potential (CXP), 16 V 

 Declustering Potential (DP), 46 V 

 Gaz de collision : azote 

 

 

Figure 27 : Profil d'élution utilisé pour la méthode MRM 
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4.2.4.3. Méthode GUS 

La méthode GUS (Sauvage et al, 2006) en elle-même, ou General Unknown Screening que l’on 

pourrait traduire par « méthode par balayage large » consiste à détecter et identifier les composés 

exogènes dans les matrices biologiques. Concrètement cela équivaut à éliminer les molécules d’un 

échantillon qui sont retrouvées dans le blanc, ainsi, cette méthode permet de cribler un ensemble très 

complet et complexe de molécules. Il reste ensuite à déterminer lesquelles sont réellement 

intéressantes parmi celles qui ressortent du bruit de fond.  

L’acquisition est réalisée en mode IDA (Information-Dependent Acquisition) : le spectromètre de 

masse alterne en continu entre un survey scan en mode Enhanced MS (scan MS avec accumulation 

des ions dans la trappe linéaire) et un à trois dependant scan en mode EPI (Enhanced Product Ion 

scan) : les 3 ions les plus intenses de chaque spectre EMS (Enhanced Mass Spectrometry) sont 

sélectionnés comme ions parents (sans autres critères de sélection), et sont fragmentés en EPI ou ions 

produits (Collision Energy (CE), 40 V ; Collision Energy Spread (CES), 25 V). Chaque ion peut être 

sélectionné pour un maximum de 4 occurrences ; les ions sélectionnés 4 fois sont ensuite exclus 

pendant 15 secondes.  

Pour chaque spectre EPI acquis, une comparaison des signaux extraits pour cette masse a été 

réalisée entre l’extrait témoin (0 mg/kg de Mégazol) et l’extrait 80 mg/kg de Mégazol. Les ions présents 

uniquement dans l’extrait 80 mg/kg sont sélectionnés en tant que métabolites potentiels et intégrés 

dans la méthode MRM. 

 

4.2.4.4. Spécificités de la méthode MRM 

La méthode de « Selected Reaction Monitoring » (SRM) ou « Multiple Reaction Monitoring » 

(MRM) est une technique de spectrométrie de masse permettant de quantifier une ou plusieurs 

molécules cibles dans un échantillon biologique complexe (AFSSAPS, 2012). Ce protocole analytique 

consiste, d’après les résultats de la méthode GUS utilisée au préalable, à faire le choix d’une sélection 

d’« ions produits » spécifiquement retrouvés dans le profil de fragmentation de chaque « ion 

précurseur » d’intérêt. Une illustration explicative de cette méthode est présentée en la figure 28. 
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Figure 28 : Illustration du principe de l'analyse MRM ; (AFSSAPS, 2012) 

Un spectromètre de masse mesure le rapport masse atomique/charge élémentaire (m/z) de molécules ionisées. Dans le 
cas de la méthode MRM, l’analyse inclut deux étapes de sélection d’ions de m/z prédéfinis. Lors de la première étape, un ion 
précurseur de m/z prédéfini est sélectionné dans le premier quadrupole de l’instrument (Q1). Cet ion est ensuite fragmenté dans 
le second quadrupole (Q2 ou cellule de collision) par collision avec un gaz (CID : Collision-Induced Dissociation). Enfin, un 
fragment spécifique de l’ion précurseur, de m/z prédéfini, est sélectionné dans le troisième quadrupole (Q3). C’est l’intensité du 
signal généré par ce fragment qui est détectée et utilisée pour la quantification de la molécule analysée.  

 

La spécificité analytique de la méthode MRM est conférée par la combinaison de la valeur de m/z 

(rapport de la masse atomique m sur la charge élémentaire z d’un ion) de la molécule à doser 

(précurseur) et de la valeur de m/z du fragment détecté. L’ensemble de ces deux paramètres, censés 

être spécifiques de la molécule à doser, est appelé une « transition » (ou couple de masse Q1/Q3). Ces 

valeurs ont été définies avant l’analyse et sont utilisées pour paramétrer le spectromètre de masse 

(AFSSAPS, 2012). 

Pour chaque métabolite d’intérêt recherché, nous avons utilisé 2 à 3 transitions définies par 

plusieurs paramètres : 

 Le temps de scan 

 Le DP 

 L’EP (Entrance Potential) 

 Le CXP 

 La CE 

Parmi tous ces paramètres, seule varie l’énergie de collision appliquée pour leur fragmentation, à 

chaque ion parent (optimisée pour le Mégazol et le Métronidazole, fixée à 30 ou 50 eV pour les autres 

métabolites). Les paramètres MRM pour chaque analyte sont indiqués dans le tableau 5. Les 

paramètres du Mégazol et du Métronidazole ont été optimisés à partir d’infusion à 10 µg/mL et 1 µg/mL 

respectivement. Pour les autres analytes, l’énergie de collision a été arbitrairement fixée à 35 eV, sauf 
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pour certaines transitions peu intenses qui nécessitaient une énergie de collision à 50 eV. Un 

chromatogramme LC/MS/MS (chromatographie liquide couplé la spectrométrie de masse en tandem) 

représentatif comprenant toutes les transitions choisies est présenté dans la Figure 29. 

Une méthode d’interprétation des spectres a été définie pour automatiser la détection et le calcul 

de l’aire de chaque pic d’intérêt. Ces valeurs d’aires sont ensuite normalisées par rapport à l’aire du pic 

de la transition 172 → 128 du Métronidazole. 
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Tableau 5 : Paramètres SM (de Spectrométrie de Masse) de chaque analyte, transitions utilisées pour chaque analyte, et énergie 
de collision utilisée (eV)  

Analyte Transition MRM (m/z) CE* (eV) 

Métronidazole 172 → 128 21 

Métronidazole 172 →  98 50 

Métronidazole 172 →  82 35 

Mégazol 227 → 181 27 

Mégazol 227 → 197 25 

Mégazol 227 → 154 31 

ion 213 à 14 min 213 → 196 35 

ion 213 à 14 min 213 → 167 35 

ion 213 à 14 min 213 → 127 35 

ion 243 à 8,9 min 243 → 226 35 

ion 243 à 8,9 min 243 → 168 35 

ion 243 à 8,9 min 243 → 141 35 

ion 243 à 12,2 min 243 → 184 50 

ion 243 à 12,2 min 243 → 127 50 

ion 243 à 12,2 min 243 → 114 50 

ion 243 à 15,1 min 243 → 228 35 

ion 243 à 15,1 min 243 → 213 35 

ion 243 à 15,1 min 243 → 157 35 

ion 403 à 6,7 et 12,5 min 403 → 181 50 

ion 403 à 6,7 et 12,5 min 403 → 269 35 

ion 403 à 6,7 et 12,5 min 403 → 227 35 

ion 419 à 12,2 et 14,9 min 419 → 157 50 

ion 419 à 12,2 et 14,9 min 419 → 243 35 

ion 419 à 12,2 et 14,9 min 419 → 170 35 

ion 239 à 10,9 min 239 → 197 35 

ion 239 à 10,9 min 239 → 141 35 

ion 239 à 10,9 min 239 → 123 35 

ion 316 à 10,3 min 316 → 229 35 

ion 316 à 10,3 min 316 → 196 35 

ion 316 à 10,3 min 316 → 141 35 

ion 358 à 13,1 min 358 → 141 50 

ion 358 à 13,1 min 358 → 229 35 

ion 358 à 13,1 min 358 → 196 50 

ion 343 à 15,4 et 17,5 min 343 → 214 35 

ion 343 à 15,4 et 17,5 min 343 → 140 50 
* Collision Energy. 
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Figure. 29 : Spectre MRM d’un échantillon d’urine de souris traitées. 

Injection de l’extraction test au butanol des urines du lot à 80 mg/kg de Mégazol : chaque couleur correspond à une transition 
(indiquée sur le spectre par les carrés de couleur), tous les signaux sont superposés. Il est possible de les extraire du graphe 
séparément pour n’afficher que les 2-3 transitions d’une molécule et améliorer l’interprétation. (Exemple figure suivante) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Exemple d’extraction de courbes pour le Métronidazole 

On obtient un pic par transition avec le même temps de rétention 
pour toutes les 3 : c’est la situation idéale, les transitions choisies 
sont spécifiques du Métronidazole, les pics sont fins et facilement 
intégrables pour obtenir l’aire sous chaque pic 
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5. Résultats 

5.1. Expérimentation animale 

5.1.1. Résultats généraux 

Au bout de 7 jours post infection, nous avons commencé à évaluer la parasitémie sur tous les 

lots de souris. Les parasitémies suivantes (tous les 5 jours, voir figure 31) ont permis de suivre 

l’évolution de la parasitémie, mais dans chaque lot, sur 11 souris infectées, toutes n’étaient pas 

parasitées. Les nombres et les pourcentages de souris réellement parasitées et non parasitées sont 

représentés dans le tableau 6. 

De plus, durant l’expérimentation animale, certaines des souris ont réussi à s’échapper, en raison 

de l’utilisation de cages non adaptées à l’hébergement des souris. Il y a eu également des pertes 

expérimentales, lors de manipulations et notamment au moment du prélèvement sanguin assez invasif 

par ponction du sinus rétro orbital des souris. Ces pertes expérimentales sont également représentées 

dans le tableau 6. 

Il est évident que pour notre étude, ces souris non parasitées, et ces pertes lors de manipulation, 

ne pouvaient plus apparaitre dans nos analyses. Ces souris ont donc constitué, un ensemble de souris 

non exploitables (tableau 6) pour cette étude. Par conséquent, l’effectif global de départ (11 souris par 

lot) a diminué aléatoirement en fonction de ces deux paramètres, en donnant au final, un nouvel effectif, 

toujours exploitable, mais de puissance statistique plus faible. 

En ce qui concerne les masses moyennes des souris au cours de l’expérimentation, 

représentées dans la figure 31 nous pouvons observer une légère chute dès le début du traitement 

(J21) chez tous les groupes traités, seuls les groupes témoins, infectés et non infectés, n’ayant pas 

reçu de Mégazol continuent à prendre du poids durant cette période. Après traitement, les témoins 

infectés ont une masse moyenne plus faible que pour les autres groupes traités qui eux reprennent du 

poids. 
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Tableau 6 : Résultats généraux de l’expérimentation animale (NT= souris non traitées ; T inf+ NT = groupe témoin de souris infectées mais non traitées ; T inf- NT = groupe témoin de souris non 
infectées et non traitées) 

 

Lot Souris 
infectées 

Souris réellement 
parasitées 

Souris non exploitables Souris : Effectif 
exploitable 

Souris traitées et 
indemnes de 

parasite  

(200 jours) 

Souris traitées : 
rechutes 

Souris non 
parasitées 

Pertes : 
expérimentales + 

échappées 

80 mg/kg 11 (100%) 6 (55%) 5 (45%) 0 (0%) 6 (55%) 4 (67%) 2 (33%) 

60 mg/kg 11 (100%) 10 (91%) 1 (9%) 1 (9%) 9 (90%) 9 (100%) 0 (0%) 

40 mg/kg 11 (100%) 6 (55%) 5 (45%) 0 (0%) 6 (55%) 5 (83%) 1 (17%) 

20 mg/kg 11 (100%) 10 (91%) 1 (9%) 2 (18%) 8 (89%) 7 (88%) 1 (12%) 

10 mg/kg 11 (100%) 9 (82%) 2 (18%) 1 (9%) 8 (80%) 2 (25%) 6 (75%) 

T inf+ NT 11 (100%) 6 (55%) 5 (45%) 0 (0%) 6 (55%)        -       - 

T inf- NT 0 (0%) 0 (0%)       - 0 (0%) 11 (100%)        -       - 
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Figure 31 : Suivi de la masse 
moyenne des souris par lot. 

Les masses moyennes sont 
présentées pour un lot complet de 11 
animaux. Il n’y a pas eu de distinction  
entre souris exploitables et non 
exploitables, La représentation des 
masses moyennes a été limitée à 100 
jours post infection, car nous n’avons 
pas noté de différences significatives 
entre les groupes au delà de cette limite 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Suivi de la 
parasitémie moyenne par lot de souris. 

(Uniquement sur les souris réellement 
parasitées). La représentation des suivis 
de la parasitémie a été limitée à 100 
jours post infection, car nous n’avons 
pas noté de résultats significatifs au 
delà de cette limite.  
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De manière générale, parmi les groupes infectés puis traités, seul le lot à 60 mg/kg est resté 

indemne de rechute. Le lot de souris traité à 80 mg/kg a subi deux pertes. 

L’efficacité du Mégazol est illustrée par la figure 32 avec les courbes de parasitémie de tous les 

lots infectés et traités qui présentent une parasitémie nulle à la fin du traitement, alors que le lot témoin, 

infecté et sans traitement, voit sa parasitémie augmenter.  

Les rechutes sont visibles avec la résurgence de parasitémies positives après le traitement. Ces 

premières rechutes apparaissent dès 6 jours après le traitement pour le lot à 10 mg/kg puis 22 jours 

après la dernière dose pour le lot à 80 mg/kg, puis 26 jours pour le lot à 20 mg/kg, enfin la rechute la 

plus tardive est celle du lot à 40 mg/kg 119 jours après la dernière dose administrée.  

La différence entre les délais de rechutes après traitement va de 6 jours après traitement chez le 

groupe traité à 10 mg/kg à 119 jours pour le groupe traité à 40 mg/kg. 

Certaines rechutes sont visibles grâce aux courbes de parasitémie de la figure 32 qui 

augmentent progressivement (lots à 10 mg/kg, 20 mg/kg …). 

 

 

5.1.2. Résultats statistiques 

 

Sur la page suivante est présentée la figure 33 illustrant les graphes de survie de chacun des 

lots, comparés au lot témoin.  
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Figure 33 : Graphe de survie comparé à la dose, avec la comparaison statistique correspondante en dessous. 
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Les comparaisons statistiques des survies des lots traités à celle du lot témoin infecté et non 

traité montrent une survie significativement plus élevée pour les groupes traités avec une valeur de p de 

0,0013 pour le groupe traité à 10 mg/kg ; de 0,0016 pour le groupe traité à 80 mg/kg ; de 0,0005 pour le 

groupe traité à 40 mg/kg ; enfin la valeur la plus significative alors qu’il n’y a eu qu’un mort comme dans 

le groupe à 40 mg/kg, est obtenue pour le lot à 20 mg/kg avec une valeur de p < 0,0001. La différence 

de significativité est due au plus grand nombre de souris « exploitables » chez le groupe à 20 mg/kg. 

Le lot à 60 mg/ kg a le désavantage statistique de n’avoir subi aucune perte. La méthode 

statistique utilisée n’a donc pas pu être appliquée et ne donne aucune p value. On peut penser que 

cette valeur aurait été encore meilleure que celle correspondant au lot 20 mg/kg à 1 mort et 8 souris 

exploitables car le lot à 60 a lui, 0 mort et 9 souris exploitables.  

 

Tableau 7 : Comparaison de la durée de suivi de chaque groupe entre eux 

Test PLSD (Protected Least Significant Difference) de Fisher pour Suivi Effet/Dose 
Niveau de significativité : 5% 
 Diff. Moy. Diff. Crit. Valeur p Significativité 

T inf+NT/10 mg/kg -86,06 37,11 <0,0001 S 

T inf+NT/20 mg/kg -122,71 38,02 <0,0001 S 

T inf+NT/40 mg/kg -127,17 40,65 <0,0001 S 

T inf+NT/60 mg/kg -133,83 37,11 <0,0001 S 

T inf+NT/80 mg/kg -99,67 40,65 <0,0001 S 

10 mg/kg/20 mg/kg -36,65 34,21 0,0364 S 

10 mg/kg/40 mg/kg -41,11 37,11 0,0308 S 

10 mg/kg/60 mg/kg -47,78 33,19 0,0059 S 

10 mg/kg/80 mg/kg -13,61 37,11 0,4623  

20 mg/kg/40 mg/kg -4,46 38,02 0,8136  

20 mg/kg/60 mg/kg -11,13 34,21 0,5143  

20 mg/kg/80 mg/kg 23,04 38,02 0,2275  

40 mg/kg/60 mg/kg -6,67 37,11 0,7181  

40 mg/kg/80 mg/kg 27,50 40,65 0,1789  

60 mg/kg/80 mg/kg 37,17 37,11 0,0701  

 

Le tableau 7 illustre bien l’activité du Mégazol, avec une très forte significativité des résultats 

entre le groupe témoin, infecté et non traité, et tous les autres groupes ayant reçu le Mégazol 

(p<0,0001). 

Le tableau 7 met en évidence 3 dosages d’intérêts. En effet, les groupes traités aux doses de 20, 

40 et 60 mg/kg de Mégazol ont également une survie significativement plus forte que le groupe lui-

même traité à 10 mg/kg (p<0,05). 
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5.2. Recherche de Métabolites 

 

5.2.1. Méthode GUS 

Cette méthode a permis de faire ressortir du bruit de fond, 14 ions, dont celui correspondant au 

Mégazol, ayant un intérêt potentiel pour la recherche des métabolites. Ces premiers ions ont été 

obtenus en comparant les urines obtenues avec les lots traités par Suramine et Mégazol au blanc 

correspondant à des urines de souris traitées uniquement par la Suramine (20 mg/kg). 

Sur ces 14 ions, certains ont le même rapport m/z, mais ont des temps de rétention et des 

spectres de fragmentation différents. L’ensemble de ces informations sont dans le tableau 8. 

 

Tableau 8 : Analytes exprimés sous la forme du rapport m/z, en fonction de leurs Temps de Rétention (TR) et identification. Ces 
données ont été obtenues à partir d’un échantillon d’urine (80 mg/kg) comparé à un blanc. (NI = Non Identifié) 

m/z TR (min) Identification de l’analyte 

172 9,1 Etalon interne Metronidazole 

213 14,5 Déméthyl-Mégazol 

227 18,6 Mégazol 

239 11,1 NI mais hypothèses selon le spectre de fragmentation 

243 8,9 Hydroxy Mégazol 

243 12,2 Hydroxylamine Mégazol 

243 15,1 Sulfoxy Mégazol 

316 10,5 NI mais hypothèses selon le spectre de fragmentation 

343 15,9 NI mais hypothèses selon le spectre de fragmentation 

343 18,2 NI mais hypothèses selon le spectre de fragmentation 

358 13,0 NI mais hypothèses selon le spectre de fragmentation 

403 6,6 Incertain : 

Mégazol-Glucuroné peut être 2 positions différentes 403 12,2 

419 12,2 Mégazol Hydroxy-glucuroné sur l’amine 

419 14,7 Mégazol Hydroxy-glucuroné sur l’hydroxyle 
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Pour les métabolites de phase 2 conjugués à un acide glucuronique deux cyclisations sont 

possibles, la conformation « pyrannose » (cycle pyrannoïde à six sommets), forme privilégiée par 

rapport à la conformation « furannose » (cycle furannoïde à 5 sommets), dont le cycle est plus tendu. 

Les ions correspondent aux métabolisations les plus courantes et simples (figures 34 à 41) : 

 le 227 correspondant au Mégazol (Spectre en annexe 1) 

 

Figure 34 : m/z 227 Mégazol ; M (Masse molaire)=226 

 

 le 213 dont le rapport m/z correspond à une perte de méthyle (Mégazol - CH3 + H ou 227 

– 15 + 1= 213), il s’agit donc du Mégazol déméthylé qui serait un métabolite de phase 1 

potentiel. (Spectre en annexe 2) 
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Figure 35 : m/z 213 Démethyl-Mégazol ; M=212 
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 les deux 419 (métabolites de phase 2 potentiels) présents sous 2 isomères hydroxy 

glucuronées élués à des temps différents mais de spectres de fragmentation similaires. 

L’hypothèse de la glucurono-conjugaison vient de la perte -176 du spectre de 

fragmentation en annexe 3, qui correspond à une perte d’acide glucuronique, aboutissant 

à l’ion 243, métabolite retrouvé également. 

- le premier élué (12,2 min) doit être l’hydroxy-Mégazol glucuroné sur l’amine laissant 

l’hydroxy libre et augmentant sa polarité et donc sa vitesse d’élution. 
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Figure 36 : m/z 419 Hydroxy-Mégazol glucuroné sur l’amine ;M=418 

Gauche : 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxyméthyl-2-N-glucuronopyranosylmégazol 

Droite : 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxyméthyl-2-N-glucuronofuranosylmégazol 

 

- en second (17,7 min), vient l’hydroxy Mégazol glucuroné sur l’hydroxyle. Il est élué 

un peu plus tard, l’hydroxyle étant bloqué par l’acide glucuronique. 
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Figure 37 : m/z 419 Hydroxy Mégazol glucuroné sur l’hydroxyle ; M=418 

Gauche : 1’-N-Glucuronopyranosyloxymégazol   Droite : 1’-N-Glucuronofuranosyloxymégazol 
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 les m/z 243, isomères oxygénés (métabolites de phase 1 potentiels) qui sont classés par 

hydrophilie relative dans cet ordre d’élution :  

- l’hydroxy méthyle Mégazol : il serait le premier élué à 8,9 minutes. Il est le plus 

polaire des trois avec ses 2 sites hydrophiles distants (-CH2OH ; –NH2). 

OH

S
NH2

NN

N

N
N

+
O

-

O

 

Figure 38 : m/z 243 Hydroxymégazol ; M=242 

 

- l’hydroxylamine Mégazol : élué à 12,2 minutes de par sa polarité médiane due à 

ses deux sites hydrophiles juxtaposés (-NHOH). 
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Figure 39 : m/z 243 Hydroxylamine Mégazol ; M=242 

Ou 2-N-Hydroxymégazol 

 

- le sulfoxy Mégazol : le dernier élué à 15,1 minutes, car le moins polaire des trois 

avec son seul site hydrophile (-NH2). 
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Figure 40 ; m/z 243 Sulfoxy Mégazol ; M=242 

S-Oxymégazol 

 

L’attribution des structures moléculaires, peut également se faire grâce à 

leurs fragmentations respectives (Voir spectres en Annexes, 4 ; 5 et 6). En effet, les 

premières pertes de masse pour chaque spectre sont de : -17 à 8,9 minutes soit une 

perte de NH3, possible avec les deux métabolites dont l’amine est libre (Hydroxy 

Mégazol et le Sulfoxy Mégazol) ; de -18 à 12,2 minutes, correspondant à une perte 



 

77 
 

de H2O, possible chez les deux métabolites hydroxylés (Hydroxy Mégazol et 

Hydroxylamine Mégazol) ; de -15 à 15,1 minutes, correspondant à une perte de CH3, 

déméthylation possible uniquement chez les deux métabolites au méthyle libre 

(Hydroxylamine Mégazol et le Sulfoxy Mégazol). En sachant que pour 

l’hydroxylamine Mégazol, la déshydratation est prioritaire sur la déméthylation, on 

retrouve les structures correspondantes aux pertes et aux temps de rétention 

correspondant par élimination.  

 Les deux 403 dont seule l’hypothèse du Mégazol glucuroné sur l’amine parait possible 

(métabolite de phase 1). L’hypothèse de la glucurono-conjugaison vient de la perte -176 

du spectre de fragmentation en annexe 7, qui correspond à une perte d’acide 

glucuronique, aboutissant à l’ion 227, le Mégazol. 
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Figure 41 : m/z 403 Mégazol glucuroné sur l’amine ; M=402 

Gauche : 2-N-Glucuronopyranosylmégazol     Droite : 2-N-Glucuronofuranosylmégazol 
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Les ions demeurant inconnus sont donc : un des deux 403, l’ion 239, l’ion 316, l’ion 358 et les 

deux ions 343 (15,9 et 18,2 min). 

Cependant des hypothèses structurelles peuvent être proposées selon, la parité massique des 

ions, en effet les ions de rapport m/z impairs possèdent un nombre pair d’azote et inversement, et selon 

les pertes de masse conduisant au squelette de base du Mégazol (tous les spectres sont présentés en 

annexe). Sur la base de ces deux constatations, la réflexion tient compte par la suite d’autres critères 

tels que le(s) site(s) de métabolisation, le(s) forme(s) de métabolisation, l’identification des pertes.  

Ces hypothèses sont présentées ci-dessous (figures 42 à 45) : 

 

 L’ion 239 (voir fragmentation en annexe 8) 
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Figure 42 : Proposition de structure pour l'ion m/z 239 ; M=238 

1’-N-Déméthyl-5’-N-déoxy-2-N-acetylmégazol 

 

 L’ion 316 (voir fragmentation en annexe 9) 
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Figure 43 : Proposition de structure pour l'ion m/z 316 ; M=315 

 Gauche : 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxy-2-N-sérinemégazol ;   Droite : 1’-N-Déméthyl-1’-N-sérinyloxymégazol 
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 L’ion 358 (voir fragmentation en annexe 10) 
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      Figure 44 : Proposition de structure pour l'ion m/z 358 ; M=357 

Gauche : 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxy-2-N-(1-glutamyl)mégazol Droite : 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxy-2-N-(5-glutamyl)mégazol 

 

 Les ions 343 (voir fragmentation en annexe 11) 
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Figure 45 : Proposition de structures pour les ions m/z 343 ; M=342 

Haut gauche : 1’-N-Déméthyl-1’-N-formyl-4’,5’-N-dihydro-5-dénitro-5-hydroxy-2-N-(5-glutamyl)mégazol  

Haut droite : 1’-N-Déméthyl-1’-N-formyl-4’,5’-N-dihydro-5-dénitro-5-hydroxy-2-N-(1-glutamyl)mégazol 

Bas gauche : 1’-N-Déméthyl-1’-N-formyl-4’,5’-N-dihydro-5-dénitro-5-(5-glutamyloxy)mégazol 

Bas droite : 1’-N-Déméthyl-1’-N-formyl-4’,5’-N-dihydro-5-dénitro-5-(1-glutamyloxy)mégazol 
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Lors de la mise au point de la technique nous avons effectué les premiers essais sur les urines 

issues du lot le plus fortement dosé (80 mg/kg) pour détecter le plus de métabolites possible et en 

séparant l’extrait basique et acide. Nous avons, lors des analyses, pu obtenir des résultats reflétant 

l’abondance relative de certains métabolites par rapport au Mégazol. Ces résultats sont présentés dans 

les tableaux 9 et 10. 

Tableau 9 : Abondance relative des métabolites m/z par 
extraction alcaline d’urines. (échantillon du lot à 80 mg/ 
kg). min = minutes ; cps = coups ; Ax/A227 = aire de 
l’analyte sur l’aire de référence (Mégazol) 

Tableau 10 : Abondance relative des métabolites m/z par 
extraction acide d’urines. (échantillon du lot à 80 mg/ kg). 
min=minutes ; cps= coups ; Ax/A227 = aire de l’analyte sur 
l’aire de référence (Mégazol) 

 

 

Nous pouvons observer les ions les plus abondants lors de la métabolisation du Mégazol avec 

une abondance de l’ion 239 de près du double de celle du Mégazol, et des ions 243 (hydroxy Mégazol, 

élué à 8,9 min), 419 (hydroxy-Mégazol glucuroné sur l’amine) et 403 (élué à 12,2min) de près de 1,5 

fois la valeur du Mégazol en présence. 

 

5.2.2. Méthode MRM 

 

Figure 46 (3 pages suivantes 61-62 et 63) : Comparaison du rapport entre l’aire sous le pic de 

l’analyte sur le Standard Interne (SI) en fonction des doses utilisées (mg/kg), entre l’urine (récoltée de 

3h à 15h après la première dose de Mégazol) et le plasma (récolté 3h après la première dose) des 

souris traitées. 

Pour les ions qui ressortent plusieurs fois, le temps d’élution (minutes) est précisé après chaque 

transition.  

Urines 80 mg/kg - butanol - HCl 

Ion temps (min) Aire (cps) Ax / A227 

227 (Mégazol) 18,6 2,77E+08 100% 

419 12,2 4,33E+08 156% 

243 8,9 4,26E+08 154% 

403 12,2 3,72E+08 134% 

419 14,7 1,88E+08 68% 

239 11,1 1,35E+08 49% 

403 6,6 9,87E+07 36% 

Urines 80 mg/kg - butanol - NaOH 

Ion temps (min) Aire (cps) Ax / A227 

227 (Mégazol) 18,6 7,15E+09 100% 

239 11,1 1,39E+10 194% 

243 8,9 1,20E+09 17% 

358 13 7,18E+08 10% 

213 14,5 5,47E+08 8% 

316 10,5 5,22E+08 7% 

243 12,2 2,57E+08 4% 

343 15,9 2,70E+08 4% 

243 15,1 1,24E+08 2% 

343 18,2 7,60E+07 1% 
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Figure 46: Comparaison du rapport analyte/SI, entre urine et plasma selon les doses 

Urine Plasma 
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D’après les résultats obtenus par méthode GUS et MRM, notamment ceux illustrés dans la figure 

46, nous pouvons voir d’après les courbes issues des échantillons d’urines, une proportionnalité entre 

la quantité relative des différents métabolites détectés et les concentrations de Mégazol administrées 

aux souris. Nous pouvons ainsi observer des courbes croissantes avec l’augmentation des doses 

administrées, ce qui est caractéristique de métabolites d’une molécule. 

La comparaison entre les métabolites détectés dans les urines et dans le plasma nous assure la 

présence dans ce dernier des ions 227 correspondant au Mégazol, mais également de l’ion 213 

correspondant au Mégazol déméthylé, de l’ion 239 et de l’ion 343 (15,0 min). L’analyse des échantillons 

plasmatiques prélevés après la dernière dose de Mégazol a bénéficié d’une extraction optimisée 

(150 µL d’échantillon, étalon interne dilué au 1/5), ce qui a permis de détecter en plus des 4 ions 

précédents, les ions 343 (18,2 min) ; 403 (6,6 min) et 419 (12,2 min). 

Nous ne pouvons pas dire à ce stade que les autres métabolites sont absents des échantillons 

issus du plasma. En effet, la méthode ayant été optimisée pour la recherche de métabolites dans les 

urines, milieu où ils sont très concentrés, nous ne pouvons pas exclure que la limite de détection ait été 

atteinte avec les échantillons plasmatiques, plus pauvres en métabolites.  

 

5.2.3. Incubation de microsomes hépatiques humaine 

Lors des premiers tests effectués, les résultats obtenus ont montré une très faible métabolisation 

du Mégazol par les microsomes hépatiques humains, et aucun autre métabolite sauf le Mégazol lui 

même. 

Après avoir optimisé la méthode HPLC/MS de détection de métabolites dans les urines, nous 

avons de nouveau analysé nos échantillons de l’incubation par microsomes hépatiques pour obtenir de 

nouveaux résultats. 

 

 Page suivante : 

 

Figure 47 : Spectres HPLC/MS des 2 ions retrouvés dans l’incubation par microsomes hépatiques humains. 

Ces spectres illustrent la présence en quantité minime des ions 213 et 243 par de légers pics, l’exemple de l’ion 239 a été mis 

pour illustrer une molécule absente, avec aucun pic qui ne ressort. min = minutes ; cps = coups  
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 En effet, la quantité de Mégazol (non 

métabolisé) sur l’échantillon contrôle (sans 

microsome et donc sans métabolisation) était 

inférieure à celle de l’échantillon avec 

métabolisation où le Mégazol aurait dû être 

transformé pour donner des métabolites. Cette 

première observation annule toute interprétation de 

ces résultats. Cependant certains ions ressortent 

légèrement du bruit de fond : tel que l’ion 227 

(Mégazol), l’ion 213 correspondant au Mégazol 

déméthylé et l’ion 243 sortant à 15,1 min 

(correspondant à l’une des trois hypothèses émises 

pour cette masse : Hydroxy-Mégazol, Sulfoxy-

Mégazol ou une molécule inconnue). 

L’absence des métabolites secondaires tels 

que les dérivés glucuroconjuqués (403 ; 419) qui 
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sont relativement abondants dans les urines (1,5 x le Mégazol) est tout à fait normale étant donné qu’il 

n’y a pas d’acide glucuronique mis à disposition pour une conjugaison, dans l’incubation par 

microsomes hépatiques.  

Là encore on ne peut pas conclure en l’absence d’autres métabolites étant donné le défaut de 

détection dû à l’optimisation prévue pour l’urine. 

 

La figure 48, page suivante, résume les hypothèses structurelles formulées pour chacun des ions 

découverts lors de cette étude. 
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Figure 48 : Résumé des hypothèses de métabolites du Mégazol. Une flèche correspond un pic HPLC/MS, flèche pleine= hypothèse probable, car de métabolisation courante ; flèche 

pointillée = hypothèses correspondant à des métabolisations complexes  

m/z 227 : Mégazol  
 
 
m/z 213 : Démethyl-Mégazol  
 
 
m/z 239 : 1’-N-Déméthyl-5’-N-déoxy-2-N-acetylmégazol  
 
 
m/z 243 : Hydroxymégazol  
 
 
m/z 243 : Hydroxylamine Mégazol ou 2-N-Hydroxymégazol  
 
 
m/z 243 : Sulfoxy Mégazol ou S-Oxymégazol  
 
 
Groupe A  
m/z 316 a: 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxy-2-N-sérinemégazol  
m/z 316 b: 1’-N-Déméthyl-1’-N-sérinyloxymégazol  

Groupe B 
m/z 343 a: 1’-N-Déméthyl-1’-N-formyl-4,5-N-dihydro-5-dénitro-5-hydroxy-2-N-(5-glutamyl)mégazol  
m/z 343 b: 1’-N-Déméthyl-1’-N-formyl-4,5-N-dihydro-5-dénitro-5-hydroxy-2-N-(1-glutamyl)mégazol  
m/z 343 c: 1’-N-Déméthyl-1’-N-formyl-4,5-N-dihydro-5-dénitro-5-(5-glutamyloxy)mégazol  
m/z 343 d: 1’-N-Déméthyl-1’-N-formyl-4,5-N-dihydro-5-dénitro-5-(1-glutamyloxy)mégazol 
 
Groupe C 
m/z 358 a: 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxy-2-N-(5-glutamyl)mégazol  
m/z 358 b: 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxy-2-N-(1-glutamyl)mégazol  
 
Groupe D 
m/z 403 a: 2-N-Glucuronofuranosylmégazol     
m/z 403 b:2-N-Glucuronopyranosylmégazol 
 
Groupe E:   
m/z 419 a: 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxyméthyl-2-N-glucuronofuranosylmégazol  
m/z 419 b: 1’-N-Déméthyl-1’-N-hydroxyméthyl-2-N-glucuronopyranosylmégazol  
m/z 419 c: 1’-N-Glucuronopyranosyloxymégazol  
m/z 419 d: 1’-N-Glucuronofuranosyloxymégazol 
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6. Discussion 

6.1. Expérimentation animale 

L’objectif de ces expérimentations était d’utiliser une molécule dont le potentiel thérapeutique 

antiparasitaire a déjà démontré son efficacité sur divers modèles expérimentaux, souris, rats, moutons, 

singes (Boda et al, 2005), mais à des doses efficaces, relativement hautes. Ces doses fonctionnant très 

bien, personne à notre connaissance, n’a cherché à déterminer si des concentrations plus faibles 

pouvaient avoir la même efficacité. Puis, la mutagénicité de la molécule fut remise à l’ordre du jour et 

les recherches sur le Mégazol furent, petit à petit, réduites à néant. C’est en repensant à ce conflit, 

mutagénicité/dose, que nous avons décidé de rechercher cette dose minimale efficace qui pourrait 

s’avérer moins mutagène. 

Tout au long de cette expérimentation, nous nous sommes heurtés à moult écueils qu’il a fallu 

pallier, notamment le problème de parasitémie des souris, et les pertes dues aux évasions et aux 

manipulations. Les souris n’étant pas identifiées ou numérotées, la question se posait de savoir si les 

souris perdues étaient parasitées ou non. 

Il a donc fallu tenir compte de ce nouveau biais lors de l’analyse des résultats. Ainsi, nous avons 

calculé dans chaque groupe le nombre de souris exploitables comme étant le nombre de souris 

réellement parasitées, auquel nous avons soustrait les pertes expérimentales et les échappées (en 

imaginant l’événement le plus négatif : « la souris perdue était parasitée »). Avec ce nouvel effectif 

diminué nous pouvions alors, obtenir des résultats significatifs, et ce, au détriment de la puissance des 

tests statistiques qui nous avait fait choisir des lots de souris relativement importants (11 souris par lot). 

Une autre surprise, est venue du choix de la souche utilisée. L’idée de départ étant basée sur les 

articles publiés précédemment par des membres de l’équipe de Limoges qui avaient déjà travaillé sur le 

Mégazol et son action sur la souche T. b. brucei AnTat1.1E. Nous avions donc privilégié cette souche 

qui malheureusement n’était plus disponible dans notre laboratoire. Nous l’avons donc commandée de 

nouveau avant de la faire proliférer et de l’injecter aux souris de l’étude. 

Nous avons alors, remarqué une différence dans le temps moyen de survie des souris témoins 

infectées et non traitées. En effet, là où les publications de référence utilisées nous indiquaient un 

décès à 21 ± 6 jours (Enanga et al, 1998) nous avons eu, en moyenne, des décès à 66 jours post 

infection, ce qui nous a rappelé le caractère pléiomorphe de la souche. De plus, ces décès, en 
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moyenne trop tardifs, auraient pu nous faire douter du caractère neurologique de l’infection. Car, si le 

trypanosome met plus de temps à tuer la souris et que nous traitons malgré tout les souris à partir de 

21 jours post infection c'est-à-dire au moment du passage de la BHE par les parasites (Jennings et al, 

1983 ; Bouteille et al, 1995 ; Keita et al, 1997 ; Enanga et al, 1998), ce passage peut alors être mis en 

doute et avec lui le stade neurologique de la trypanosomose. 

Heureusement, pour cet aspect des choses, la suite de l’étude a montré des rechutes chez les 

souris traitées, que ce soit aux dosages les plus faibles (10 mg/kg), ou plus forts (80 mg/kg). Ces 

rechutes prouvent donc qu’il y avait des parasites vivants dans le SNC des souris avant le premier jour 

de traitement.  

Concernant les rechutes, une différence notable apparait entre la plus rapide, 6 jours après la 

dernière dose (10 mg/kg) et la plus tardive, 119 jours après (40 mg/kg). Il est possible de penser que le 

dosage à 10 mg/kg était trop faible et qu’il restait après traitement des parasites dans le système 

lymphatico-sanguin qui auraient été visibles à la parasitémie suivante. Mais il ne faut pas oublier le rôle 

de la Suramine qui a été utilisée pour déparasiter le sang périphérique avant que le Mégazol 

n’intervienne. D’après Nau et al, (1998) la concentration plasmatique d’un traitement utilisé doit être 

d’au moins 10 fois la concentration minimum inhibitrice pour permettre à la fois un passage de la BHE 

et une activité thérapeutique correcte à l’intérieur du SNC. Dans le cas présent, la concentration de 10 

mg/kg doit donc être insuffisante pour permettre un passage de la BHE et une activité thérapeutique 

correcte. 

Une question se pose, pour la rechute la plus tardive à 119 jours après traitement (40 mg/kg). En 

effet, les autres premières rechutes apparaissent bien plus tôt : 6 jours après le traitement (10 mg/kg) ; 

22 jours post traitement (80 mg/kg) et 26 jours post traitement (20 mg/kg). Il se pourrait que cette 

rechute tardive soit due au phénomène de séquestration du parasite déjà observé chez T. brucei, T. 

cruzi et T. vivax (Baker et al, 1989 ; Portella et al, 2009). Le parasite peut trouver des sites comme les 

muscles ou le cœur (Portella et al, 2009), que l’antiparasitaire ne peut atteindre durant le traitement. 

Après un délai indéterminé, le parasite refait surface et se multiplie. Il est également possible que la 

souche de parasite ayant permis la rechute soit résistante à l’antiparasitaire après une mutation 

génétique. Whitelaw a éliminé cette hypothèse chez des T. vivax traités au Diminazene en testant la 

sensibilité des parasites issus de la rechute (Whitelaw et al, 1988). Si cette hypothèse de séquestration 

est vraie, cela veut dire que le stade nerveux de la souris a été correctement traité à 40 mg/kg, et que la 

rechute était due à un ou des parasites séquestrés et qui n’ont pu entrer en contact avec 

l’antiparasitaire. 
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Les résultats statistiques nous montrent tous une survie significativement plus élevée chez les 

groupes ayant reçu du Mégazol par rapport au groupe témoin infecté mais non traité. L’activité du 

Mégazol est donc bien confirmée, mais quelle en est la dose efficace la plus faible ? 

Si les groupes sont méthodiquement tous comparés entre eux (en plus de la comparaison 

logique au lot témoin), il est alors possible de voir une survie significativement plus élevée chez les 

groupes ayant eu les moins de décès (60, 40, 20 mg/kg) non pas uniquement face au groupe témoin, 

mais également face au groupe traité par 10 mg/kg. Cette observation permet d’exclure ce dosage 

comme permettant une activité thérapeutique efficace. 

Un résultat décevant est la rechute de 2 souris dans le lot traité à 80 mg/kg. En effet cette 

concentration devait nous servir de contrôle de survie. Mais s’agissant d’expériences biologiques, nous 

ne pouvons jamais exclure les résultats les plus inattendus. De plus une rechute (sur 15 souris) a déjà 

été décrite avec ce même protocole (Enanga et al, 1998). Cependant, ces deux rechutes dans le 

groupe traité au dosage maximum nous ont permis d’affirmer l’efficacité de l’infection des souris qui 

pouvait être remis en cause face à la pléiomorphicité de la souche utilisée. Il est difficile d’interpréter 

ces deux décès, au vu du groupe traité à 60 mg/kg qui lui n’en a eu aucun. Une erreur de manipulation 

peut expliquer cela, notamment l’étape du gavage des souris qui peut être délicat et parfois 

accompagné de régurgitation du traitement. 

Le protocole utilisé nous a permis de considérer toute rechute survenue après traitement, comme 

étant due à une phase nerveuse de la maladie (rechute due aux parasites présents dans le SNC). En 

effet, l’usage d’une dose primaire de Suramine (20mg/kg) en plus d’améliorer l’activité du Mégazol 

secondaire, a, en théorie, permis un lavage complet de tous les parasites présents dans le système 

lymphatico sanguin de l’animal. Ainsi, le Mégazol n’avait plus qu’à se concentrer sur les parasites du 

SNC. Il aurait pu cependant être fait des analyses de cerveau post mortem pour confirmer la véracité de 

l’hypothèse d’une mort par phase nerveuse de la maladie. 

Au vu des résultats, et des difficultés rencontrées lors de la mise en œuvre de l’étude, il est 

difficile de déterminer précisément laquelle de ces doses est la plus efficace. Des groupes, qui au 

départ avaient été volontairement choisis pour comporter un maximum de sujet (11 souris par groupe) 

et une significativité statistique optimale, ont été réduits au fur et à mesure de l’observation à cause des 

problèmes, de perte, et de souris non infectées, réduisant la puissance des groupes. D’instinct, nous 

pourrions choisir 60 mg/kg étant donné que le groupe correspondant n’a subi aucune perte. Cependant 

il est intéressant d’observer que les groupes aux dosages de 20 et de 40 mg/kg n’ont subi qu’un unique 

décès durant toute la durée d’observation. De plus, si l’hypothèse du phénomène de séquestration est 
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vrai et que la rechute n’est pas due à un défaut de traitement du SNC de la souris, on ne peut alors pas 

exclure des doses efficaces celle de 40 mg/kg.  

Ainsi il n’a pas été possible de choisir une dose statistiquement plus active parmi les doses 

testées. Sans doute est-ce une dose située entre 20 et 60 mg/kg, mais reste à savoir si elle se situe 

plutôt en dessous, plutôt au dessus ou à 40 mg/kg ?  

Il faudrait réitérer l’expérience en se concentrant sur cette fourchette de concentration, en 

utilisant d’autres doses intermédiaires pour mieux cibler la bonne dose, des groupes plus nombreux 

pour améliorer le pouvoir statistique, une méthode de parasitage plus sure, une souche non 

pléiomorphe, et une analyse post mortem des cerveaux de souris pour confirmer la cause du décès. 

Ces résultats ont malgré tout, démontré qu’il était possible d’obtenir un taux de 100 % de survie 

par un traitement au Mégazol de dose inférieure (60 mg/kg) à celles utilisées par le passé (80 et 100 

mg/kg). Mais, est-ce que, utiliser une dose inférieure permet de diminuer la mutagénicité d’une 

molécule ?  

Depuis le début des années 1980 et la création du test d’Ames, les mutagénicités de toute sorte 

de molécules, dont le Mégazol ont été testées et avérées (Ferreira et al, 1986 ; Ferreira et al, 1988 (2)). 

D’autres molécules mutagènes ont été mises sur le marché, comme le Métronidazole dont la 

génotoxicité est connue depuis sa création (Rosenkranz et al, 1975, Lindmark et al, 1976) et confirmée 

encore récemment (Sekis et al, 2009 ; Bendesky et al, 2002). Cette molécule reste cependant des plus 

efficaces et continue actuellement de rendre service à la santé publique. Cela n’empêche pas la 

recherche de trouver des dérivés parfois plus actifs et même moins génotoxiques qui seront peut être 

l’avenir de cette molécule (Crozet et al, 2009). 

Le Féxinidazole, un autre 5-nitro-imidazolé proche du Mégazol, vient d’être accepté en phase 

clinique de son développement. Pourtant lui et ses deux métabolites actifs (dérivés sulfoxyde et 

sulfone) sont mutagènes au test de Salmonelles d’Ames, avec une mutagénicité atténuée voir perdue 

sur les souches de salmonelles dénuées ou manquant de nitro-réductases (Tweats et al, 2012). En 

consultant le présent document au paragraphe « mutagénicité » du Mégazol, il est possible de voir que 

les mêmes observations ont été décrites et publiées par Ferreira et al, en 1986 puis par De Morais et al, 

en 1998 sans pour autant que la Mégazol ai été accepté en phase clinique. 

En effet, les recherches concernant la molécule ont été stoppées en Europe depuis la publication 

de l’article de Nesslany et al, 2004 sur sa mutagénicité. Cette étude est d’ailleurs basée sur des lignes 

de conduite à tenir publiées en 1997 par l’OCDE (Organisation de Coopération et de Développement 

Économiques) « OECD guidelines 473 » et « OECD guidelines 474 » ainsi que la directive 2000/32/EC-
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B12 qui est une traduction de la précédente. Or ces lignes de conduite imposent de tester la molécule 

sur trois niveaux de doses allant d’une toxicité nulle ou faible à une toxicité maximale. Cette dernière 

dose étant définie comme la concentration entrainant des signes de toxicité tels qu’ils font supposer que 

des doses plus fortes seraient létales. Et si les doses s’administrent sur plusieurs jours, il y a une limite 

fixée par l’OCDE à 2 000 mg/kg/jour jusqu’à 14 jours de traitement et 1 000 mg/kg/jour pour plus de 14 

jours. Donc si une molécule est très peu létale à forte dose, sa mutagénicité doit également être testée 

à forte dose… Or le pouvoir toxique d’une molécule (d’entrainer la mort) n’a rien à voir avec son pouvoir 

mutagène. Une molécule qui à la chance de pouvoir être administrée à haute dose sans devenir toxique 

a une marge thérapeutique élevée, ce qui est un avantage en thérapie, si en plus elle à la chance de 

pouvoir être active à des doses très faibles, il est étrange de devoir tester sa mutagénicité à des doses 

extrêmes. 

L’équipe de Nesslany et al, a trouvé, chez le rat, une DMT (Dose Maximale Tolérée) supérieure à 

2 000 mg/kg x 2 administrée par voie orale à 24h d’intervalle. Ils ont donc dû tester la mutagénicité de la 

molécule à 2 000 mg/kg x 2 sur 2 jours. 

Il suffit de s’apercevoir que la dose de 2 000 mg/kg représente 33 fois la dose ayant permis 

l’obtention d’un taux de survie de 100% dans cette étude (60 mg/kg). La logique voudrait qu’un test de 

mutagénicité d’une molécule soit effectué en fonction de la dose à laquelle celle-ci est utilisée pour une 

indication thérapeutique précise et en tenant compte de sa forme pharmaceutique et de sa voie 

d’administration et non à la dose maximale qui permet de ne pas tuer un organisme.  

Par exemple, des tests à la dose utilisée lors d’une utilisation normale pour savoir si celle ci 

entraine des mutagénicités notoires seraient plus adaptés et permettraient de savoir si l’utilisation de la 

molécule dans son indication d’antiparasitaire est mutagène. Puis un autre test, mimant une intoxication 

concrète avec une dose qu’il serait possible d’obtenir chez un malade qui désire s’intoxiquer. Ici, il 

s’agirait d’un traitement de Mégazol sur 4 jours (maximum), le malade aurait donc accès à une boite 

avec 4 comprimés sous blister lui permettant d’en avaler au maximum seulement 4 en une prise. Avec 

une dose de 60 mg/kg cela ferait 240 mg/kg (voir de 20 à 60 après une étude approfondie), et pourquoi 

ne pas multiplier par le nombre de boites qu’il est possible de se procurer pour une famille si vraiment la 

personne désire s’intoxiquer ou en intoxiquer une autre. 

Le fait d’imposer une dose qui n’aura jamais l’occasion d’être utilisée, et de faire ainsi cesser 

toute recherche pour une molécule au potentiel important est un déni complet de la base de la 

thérapeutique : savoir peser le bénéfice et le risque d’un traitement. 
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6.2. Recherche de métabolites 

La méthode GUS nous a permis d’isoler 14 ions d’intérêt dont la découverte de la structure 

moléculaire est une énigme pour chacun d’entre eux. Les indices principaux nous permettant de 

découvrir ces structures sont les temps de rétention, les rapports m/z, la structure de la molécule mère, 

et les métabolisations types survenant dans l’organisme (phase 1 et phase 2). 

La méthode MRM nous a permis de doser plus précisément ces mêmes métabolites dans nos 

échantillons d’urine, de plasma et d’incubation par microsomes hépatiques. 

En observant les 3 pages de la figure 46, Nous pouvons remarquer sur la comparaison 

Urine/Plasma de l’ion 316, une différence notoire entre les deux profils d’élution. En effet, dans l’urine 

les courbes des transitions 316/229 (bleu) et 316/141 (verte) sont quasiment côte à côte et la troisième 

transition 316/196 (rouge), bien que plus basse, suit la même courbure que ses analogues bleus et 

verts. A l’inverse, dans le plasma nous avons les transitions 316/141 (verte) et 316/196 (rouge) qui 

restent collées à l’axe des abscisses alors que la transition 316/229 (bleu) augmente puis diminue 

brusquement. Une telle différence de profil entre deux échantillons est étrange et pose la question de 

l’interprétation de ce résultat obtenu dans le plasma. La réalité de ce résultat peut être mise en doute. Il 

pourrait s’agir d’un artefact. 

De même pour l’ion 343, élué vers 17,5 minutes ; le graphique montre dans l’échantillon urinaire 

une courbe de la transition 343/214 (bleue) avec des valeurs supérieures à la transition 343/140 

(rouge). Ce schéma est inversé (rouge sur bleu au lieu de bleu sur rouge) dans l’échantillon 

plasmatique et en annule également son interprétabilité. 

Il faut également se rappeler de la cinétique de prélèvement des échantillons ; les urines, sur 12h 

à partir de 3h après l’administration du Mégazol et le plasma, à 3h précise après l’administration. Le 

premier échantillon est donc cumulatif alors que le second illustre un moment précis.  

Ce choix de 3h pour le prélèvement a été fait car il correspond à la demi vie d’élimination du 

Mégazol administré avec la Suramine (contre 42 minutes seul) (Enanga et al, 1999), ainsi aux moments 

des prélèvements, la métabolisation du Mégazol devait déjà être entamée (avec présence supposée de 

métabolites dans le plasma) et l’élimination urinaire des métabolites devait commencer aux alentours de 

ces 3h. Mais rien n’exclu qu’à ce moment là, certains des métabolites n’ont pas déjà été filtrés du 

plasma vers les urines. Il est d’ailleurs fort probable que cela soit le cas pour les glucuroconjugués 

(hydroxy Mégazol (419x2) et Mégazol (403x2)) dont la filtration rénale est rapide une fois que 

l’hydrophilie de la molécule est augmentée par la glucurono-conjugaison.  
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L’inverse est également possible, avec l’éventualité que certains des métabolites n’aient pas 

encore été synthétisés au moment du prélèvement plasmatique. 

En se référant à l’abondance relative de l’ion 239 (194% du Mégazol en présence) déterminée 

précédemment dans les urines de souris (tableaux 9 et 10), l’absence de l’ion 239 dans l’incubation par 

microsomes hépatiques parait étonnante. En effet, si nous comparons les autres ions, 213 et 243 (8,9 

min); dans les urines de souris, nous les retrouvions respectivement à 8% et 154 % de Mégazol et nous 

les retrouvions bien tous les deux dans la incubation de microsomes hépatiques. Or la quantité de l’ion 

239 était de près du double de celle du Mégazol dans les urines, et nulle trace de cet ion n’est 

observable à l’analyse des incubations de microsomes hépatiques.  

Une des hypothèses probables est qu’il s’agirait d’un métabolite spécifique des souris, il faut 

savoir qu’il y a des différences inter-espèces. En effet lors de l’incubation par microsomes hépatiques, 

les microsomes de foies de rats sont beaucoup plus oxydatifs que ceux des humains. Prenons 

l’exemple d’une molécule simple ; le Méthanol. Il est métabolisé chez l’homme à 80% par l’alcool 

déshydrogénase du foie en formaldéhyde puis en acide formique dont une partie est transformée en 

CO2 via la voie dépendante du tétrahydrofolate. Chez les rongeurs, cette première étape de 

transformation du méthanol empreinte majoritairement la voie de la catalase. Cette simple différence 

d’affinité de voie de métabolisation entre deux espèces entraine ainsi une différence notoire de 

métabolites synthétisés. Le méthanol est ensuite éliminé dans l’air sous forme inchangée ou de CO2, et 

dans les urines sous forme de méthanol (moins de 10%) ou d’acide formique avec des cinétiques 

propres à chaque espèce pouvant expliquer certaines différences quantitatives selon le type 

d’échantillon analysé et l’instant auquel il est analysé (INRS, 2010). 

L’ion 239 fait partie avec les ions 316, 358 et 343x2 des ions dont la structure n’est 

qu’hypothétique. Les spectres de fragmentation en annexe (p116-126), montrent cependant des 

indices. En effet, les ions 343 et 358 ont en commun une perte de -129 pour donner respectivement des 

ions de m/z 214 et 229. Or cet ion 229 apparait également dans la fragmentation de l’ion 316 après une 

perte de -87.  

La molécule la plus surprenante et qui garde encore son mystère, et l’ion 239. Son rapport m/z 

n’est pas très éloigné de celui du Mégazol. L’ion 239 est donc un hypothétique métabolite de phase 1 

(m/z beaucoup plus élevé s’il y a conjugaison). Cela le rend d’autant plus attrayant, tant il est vrai que si 

l’action thérapeutique du Mégazol, vient de l’un de ses métabolites, il est peu probable que ce soit 

grâce à un métabolite de phase 2, car ces derniers sont théoriquement excrétés plus rapidement. Il est 

retrouvé à près du double du Mégazol dans les urines, et sa structure reste un mystère. m/z 239 
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correspondant au Mégazol +12, il ne peut pas s’agir d’un gain de carbone pur (12). Cet ion est sans 

doute issu d'une métabolisation plus complexe, avec perte et gain d’atomes.  

Nous avons pu déterminer une formule, uniquement basée sur les variations de masses 

observées sur son spectre de fragmentation (Annexe 8). Cet ion serait construit sur la base du Mégazol 

déméthylé. La première perte du spectre est de -42 indiquant la présence sur la molécule d’un 

groupement acétyle (Aulas et al, 2008) qui serait fixé le plus probablement sur le -NH2 de la molécule 

mère. Cette molécule de déméthyle-Mégazol acétylé donne une masse de m/z 255 ce qui implique un 

départ d’oxygène (255 - 16 = 239) et donc le remplacement du –NO2 en –NO. Ce métabolite serait alors 

un dérivé nitroso du Mégazol déméthylé avec un groupement amine acétylé, illustré dans la figure 42.  

Nous manquons hélas, d’éléments pour confirmer cette hypothèse structurelle de l’ion 239.  

Si cette molécule est maintenant étudiée du point de vue biologique de la métabolisation et de la 

biotransformation. Les étapes de déméthylation et d’acétylation sont très courantes pour une 

métabolisation d’un xénobiotique, reste l’hypothèse d’une désoxygénation du groupement nitro, qui est 

à priori peu commune. La métabolisation a plutôt tendance à mono oxygéner les molécules via les 

cytochromes P450. 

Une autre approche de cette molécule est de s’apercevoir qu’il s’agit d’un dérivé nitroso, or ceux-

ci sont réputés pour leur mutagénicité importante (IARC-WHO, 1991), il pourrait donc s’agir de la 

molécule responsable de l’activité mutagénique du Mégazol. Si en plus, elle n’est pas retrouvée dans 

l’incubation par microsomes hépatiques humains, et qu’elle est réellement spécifique uniquement de la 

souris, cela pourrait ouvrir des voies de recherches très intéressantes. 
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Conclusion 

Cette étude a permis, non pas de déterminer précisément la dose minimale efficace du Mégazol 

mais, en éliminant le dosage à 10 mg/kg et en obtenant 100% de survie dans le groupe traité à 60 

mg/kg, de la recentrer dans l’intervalle allant de 20 à 60 mg/kg. 

Concernant l’étude de la métabolisation du Mégazol, l’HPLC couplée à la spectrométrie de 

masse nous a permis de déterminer précisément les masses molaires (M) de ses 13 métabolites 

détectés dans les urines de souris : ion 213 : M=212 ; 2 ions 403 de M=402 ; 2 ions 419 de M=418 ; 3 

ions 243 de M=242 ; ion 239 de M=238 ; ion 316 de M=315 ; ion 358 de M=357 ; 2 ions 343 de M 342. 

En ce qui concerne la caractérisation de ces 13 métabolites, des structures ont pu être 

proposées pour à peu près tous les ions décrits, d’après l’étude de la molécule mère (Mégazol) et des 

spectres de fragmentation de chacune. Parmi ces propositions seules quelques une peuvent être 

admises car suivant les métabolisations classiques, de tout exogène dans l’organisme. 

Avec par exemple une métabolisation de phase 1 : 

 Déméthylation, avec l’ion 213 (Mégazol déméthylé) 

 Hydroxylation, avec les 2 ions 243 (Mégazol hydroxylé (TR=8,9 min), et le Mégazol 

hydroxylamine (TR=12,2 min)) 

 Oxydation du soufre, avec l’ion 243 (Mégazol sulfoxyde (TR=15,1 min)) 

Pour les métabolisations de phase 2, la plus classique est la glucurono-conjugaison avec pour le 

Mégazol : 

 Les 2 ions 403 dont seule l’hypothèse du Mégazol glucuroné sur l’amine semble 

possible 

 Les 2 ions 419 avec le Mégazol hydroxylé glucuroné sur l’amine (TR=12,2 min) et le 

Mégazol glucuroné sur l’hydroxyle (TR=14,7min) 

Les structures proposées pour les ions 239 ; 316 ; 258 ; et les 2 ions 343 nécessiteraient une 

métabolisation du Mégazol bien plus inhabituelle et complexe nécessitant plusieurs étapes de 

biotransformation. Ces structures restent donc des hypothèses de travail, à confirmer 

expérimentalement par la suite. 

Cette étude aura permis de confirmer l’existence d’une dose efficace du Mégazol inférieure à 

celles utilisées dans les travaux antérieurs. Cette dose reste toutefois, à déterminer avec plus de 

précision. 

La découverte de tous ces métabolites ouvre la porte sur un immense travail, tout d’abord de 

confirmation des hypothèses émises et par la suite de synthèse de ces molécules et de test de celles-

ci sur des trypanosomes in vitro, puis in vivo.  
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Annexes 

Annexe 1 : m/z 227 ; Mégazol 
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Annexe 2 : m/z 213 ; Mégazol déméthylé 
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Annexe 3 : m/z 419 ; 4 hypothèses, 2 isomères 
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Annexe 4 : m/z 243 (TR :8,9 min) Hydroxy-
Mégazol 

 

 

N

N

S
N

N

CH2OH
O2N

NH2

C6H6N6SO3  MM 242

[M+H]
+
 m/z 243

Rt 8.58
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

120 
 

Annexe 5 : m/z 243 (TR 12,2min) Hydroxylamine-Mégazol 
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Annexe 6 : m/z 243 (TR 14,1 min) Sulfoxy-Mégazol 
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Annexe 7 : m/z 403 ; 2 hypothèses 
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Annexe 8 : m/z 239 ; Nitroso-déméthyl-Mégazol-acétylé,  
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 Annexe 9 : m/z 316 ; 2 hypothèses 
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Annexe 10 : m/z 358 ; 2 hypothèses 
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Annexe 11 : m/z 343 ; 4 hypothèses, 2 
isomères 
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l’honneur, de la probité et du désintéressement ; 

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa 

dignité humaine, de respecter le secret professionnel. 

 

En aucun cas, je ne consentirai à utiliser mes connaissances et mon état pour 

corrompre les mœurs et favoriser les actes criminels. 

 

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes promesses. 

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confrères, si j’y manque. 
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Activité trypanocide du Mégazol sur le modèle murin à Trypanosoma brucei brucei : recherche 
d’une dose efficace et identification des métabolites 

RESUMÉ : La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) où maladie du sommeil, est un fléau cantonné aux zones retirées 
du continent africain ou sévit la mouche tsétsé (ou glossine). Cette maladie tropicale négligée reste difficilement maitrisable 
de part la complexité de mise en œuvre de ses traitements et leurs fortes toxicités, ce qui implique un besoin de nouvelles 
molécules efficaces. 

Les recherches sur le Mégazol, dont l’activité anti-trypanosome a déjà été démontrée depuis un demi-siècle, ont été 
stoppées depuis la re-découverte de sa mutagénicité. L’utilisation de ce 5-nitroimidazolé a toujours été étudiée à des doses 
assez élevées (80 à 100 mg/kg). Nous avons décidé de tester des doses inférieures de Mégazol sur des souris, dans 
l’espoir de diminuer sa mutagénicité et ainsi fournir un nouvel outil thérapeutique pour la lutte contre les parasitoses dues 
aux trypanosomes. C’est pourquoi nous avons mis en place un protocole pour définir la dose minimum efficace du Mégazol 
qui se situerait entre 20 et 60 (mg/kg). 

La seconde partie de ces travaux concerne l’étude des métabolites du Mégazol. Leurs détections ont été effectuées par 
chromatographie liquide haute performance couplé à la spectrométrie de masse, dans des échantillons d’urine et de plasma 
de souris traitées, et dans une incubation de microsomes hépatiques humaine de Mégazol. Dans les urines, treize 
métabolites ont été détectés (masse molaire M= 212 ; 238 ; 242x3 ; 315 ; 342x2 ; 357 ; 402x2 ; 418x2). Dans le plasma, 
seuls 3 métabolites ont été détectés (M= 212 ; 238 ; et 342 élué à 15,0 minutes). Enfin dans l’incubation par des microsomes 
hépatiques seuls les métabolites de M= 212 et 242 ont été retrouvés. Les résultats obtenus à partir du plasma de souris et 
de l’incubation de microsomes hépatiques sont plus discutables, car la détection des métabolites n’est pas optimisée pour 
ces milieux faiblement concentrés en métabolites. L’étude des schémas habituels de métabolisation à permis de préciser 
des hypothèses structurales simples pour certains de ces métabolites. Pour d’autre, les hypothèses émises correspondent à 
des métabolisations plus complexes nécessitant plusieurs étapes et restent donc à étudier. 

Au final, la caractérisation de ces métabolites reste à confirmer, et pour chacun d’entre eux l’activité anti-trypanosome et la 
mutagénicité reste à étudier. 

MOTS CLÉS : Trypanosomose humaine Africaine, maladie du sommeil, traitement, 5-nitroimidazolé, Mégazol, CL 64 855, 
Chromatographie liquide haute performance, Spectrométrie de masse, HPLC/MS. 

 

Trypanocidal activity of Megazol on the murine model of Trypanosoma brucei brucei : 
determination of an effective dose and metabolite identification 

ABSTRACT: Human African Trypanosomiasis (THA) or sleeping sickness is an affliction confined to remote African areas, 
transmitted by the the tsetse fly bite (Glossina sp.). This neglected tropical disease remains difficult to control due to the 
toxicity and complexity of implementing actual treatments, which implies a need for new effective molecules. 

Research on Megazol, whose anti-trypanosome activity has already been demonstrated for over a half century, has been 

stopped since rediscovering its mutagenicity.The use of this 5-nitroimidazole has always been studied at high doses (80 to 
100 mg/kg). We decided to test lower doses of Megazol on mice, hoping to reduce its mutagenicity and thus provide a new 
therapeutic tool in the fight against parasitic diseases caused by trypanosomes. For this reason, we implemented a protocol 
to define the minimum effective dose of megazol which is situated between 20 and 60 (mg / kg). 

The second part of this study concerns Megazol metabolites. Metabolites were detected by high performance liquid 
chromatography combined with mass spectrometry in urine and plasma samples from treated mice, and also in human liver 
Megazol incubation. In urine, thirteen metabolites were detected (molar mass M = 212; 238, 242x3, 315, 342x2, 357, 402x2, 
418x2). In plasma, only three metabolites were detected (M = 212, 238, and the 342 eluted at 15.0 minutes). Finally, in 
hepatic incubation only M = 212 and 242 metabolites were found. Results obtained from mice plasma and human liver 
incubation, are more uncertain, because metabolite detection was not optimized for these two environments due to their low 
metabolite concentration. The study of habitual metabolism patterns defined a simple structural hypothesis for some of these 
metabolites. Others correspond to a more complex metabolism requiring several steps and remained to be examined. 

Finally, characterization of these metabolites must be confirmed, and for each, anti-trypanosome activity and mutagenicity 
remains to be studied. 

KEY WORDS : Human african trypanosomiasis, Sleeping sickness, treatment, 5-nitroimidazole, Megazol, CL 64 855; High 
performance liquid chromatography, Mass spectrometry, HPLC/MS. 
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